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Nesse caminho duro 
Do futuro, 
Dá-os em liberdade. 
Enquanto não alcances 
Não descanses. 
De nenhum fruto queiras só metade. 
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Vai colhendo 
Ilusões sucessivas no pomar 
E vendo 
Acordado, 
O logro da aventura. 
És homem, não te esqueças! 
Só é tua a loucura 
Onde, com lucidez, te reconheças.” 
 
(MIGUEL TORGA) 
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Contaminantes emergentes são substâncias potencialmente tóxicas, que estão presentes numa 
grande variedade de produtos como medicamentos, pesticidas e produtos de higiene e cuidado 





mas ainda não incluídas em programas de monitoramento. Entre essas substâncias destaca-se 
o fármaco Diclofenaco, um anti-inflamatório não esteroide (AINE), frequentemente detectado 
em águas superficiais de todo mundo, sendo que a maioria dos estudos já realizados 
concentram-se em ambientes de água doce. Nesse contexto, o presente trabalho realizou um 
estudo ecotoxicológico e uma avaliação de risco ambiental para o composto Diclofenaco na 
Baía de Santos, empregando uma abordagem escalonada (TIER) que envolve a determinação 
das concentrações ambientais em coluna d’água e dos efeitos biológicos adversos associados, 
considerando uma metodologia prevista pelo framework da União Europeia (EMEA 
CPMP/SWP/4447/00). No TIER 0 foram realizadas as análises químicas da água coletada no 
Emissário Submarino de Santos.  No TIER I foi realizado o ensaio de fertilização. No TIER II, 





 e 2000 ng.L
-1
, durante 96h e os tecidos das brânquias e glândulas 
digestivas foram retirados para avaliação de biomarcadores (Citotoxicidade, EROD, DBF, 
GST, GPX, bem como Danos em DNA, Lipoperoxidação, AChE e COX). O Diclofenaco foi 
quantificado apenas em um ponto da superfície (20 ng.L
-1
). No ensaio de fertlização, a CE50 
obtida foi de 388,52 mg.L
-1
 e no ensaio embriolarval a CI50 obtida foi de 18,92 mg.L
-1
. 
Efeitos negativos na estabilidade da membrana lisossômica foram observados em todas as 
concentrações testadas. A atividade da EROD foi inibida apenas na concentração de 200 ng.L
-
1
 e a DBF não sofreu nenhuma alteração significativa. As atividades das enzimas GST e GPx 
foram negativamente afetadas pelo Diclofenaco. Houve dano em DNA no tecido das 
glândulas apenas na maior concentração e a lipoperoxidação foi mais intensa no tecido das 
brânquias a partir da concentração de 200 ng.L
-1
, indicando estresse oxidativo. A atividade da 
AChE foi induzida no tecido das brânquias. Em relação à COX, houve uma significativa 
inbição da atividade a partir da concentração de 20 ng.L
-1
 no tecido das brânquias. A 
avaliação do risco empregando ensaios agudo e crônico normalizados indicou baixo risco 
ecológico na Baía de Santos. No entanto, os resultados demonstram que a concentração 
ambiental do fármaco, mesmo sendo da ordem de 20 ng.L
-1
 já é suficiente para provocar 
danos celulares e comprometimento fisiológico a partir da desestabilização da membrana 
lisossômica, corroborando com os dados de biomarcadores. Nossos resultados apontam para 
                                                                                                      
XX 
 
um risco ambiental na baía de Santos promovido pelo Diclofenaco e sugerem a necessidade 
de melhoria no tratamento de efluentes domésticos para redução desse composto, bem como 
regulamentação na legislação ambiental.  
 
Palavras-chave: Diclofenaco. Perna perna. Risco Ambiental. Biomarcadores.Santos 




Emerging contaminants are potentially toxic substances that are present in a wide variety of 
products such as drugs, pesticides and toiletries and personal care products. These substances 




), but not included in monitoring 
programs. Among these substances it highlights the drug Diclofenac that is an non-steroidal 
anti-inflammatory drugs (NSAIDs), most frequently detected in surface waters worldwide, 
and the majority of previous studies are in freshwater environments. In this context, this study 
conducted an ecotoxicological study and an environmental risk assessment for Diclofenac in 
Santos Bay, using a tiered approach (TIER) which involves determining the environmental 
concentration in the water column and adverse biological effects associated, considering a 
methodology prescribed by the framework of the European Union (EMEA 
CPMP/SWP/4447/00). At TIER 0 were carried out chemical analysis of water collected in the 
outfall of Santos. At TIER I was made the fertilization test. In TIER II, sublethal effects were 







, for 96 hours and tissues of the gills and digestive glands were removed for 
evaluation of biomarkers (Cytotoxicity, EROD, DBF, GST, GPX, and DNA damage, 
Lipoperoxidation, AChE and COX). Diclofenac was quantified only on a point of the surface 
(20 ng.L
-1
). In the fertilization test, the EC50 obtained was 388.52 mg.L
-1
and the IC50 assay 
embriolarval obtained was 18.92 mg.L
-1
. Negative effects on the stability of the lysosomal 
membrane were observed in all concentrations tested. The EROD activity was inhibited only 
in the concentration of 200 ng.L
-1
 and DBF has not changed significantly. The activities of 
GST and GPx enzymes were negatively affected by Diclofenac. There was damage to DNA 
in the tissue of the gland only at the highest concentration and lipid peroxidation was more 
intense in the tissue of the gills from the concentration of 200 ng.L
-1
, indicating oxidative 
stress. The AChE activity was induced in the tissue of the gills. Regarding COX, there was a 
significant inhibition of activity at concentrations of 20 ng.L
-1
 in the tissue of the gills. The 
risk assessment indicated low ecological risk in the Bay of Santos, when standard acute and 
crhonic ecotoxicological assays were employed. However, our results show that the 
environmental concentration of the drug, even though the order of 20 ng.L-1 is enough to 
cause cellular damage and physiological damage as of the lysosomal membrane 
destabilization, corroborating the biomarker data. Our results point to a environmental risk in 
the Santos bay caused by Diclofenac and suggest the need for improvement in the treatment 
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of domestic wastewater to reduce this compound as well as regulations on environmental 
legislation.  
Keywords: Diclofenac. Perna perna. Environmental Risk. Biomarkers. Santos . 
 




A preocupação com a questão ambiental cresce a cada dia, uma vez que a 
disponibilidade de recursos naturais se encontra comprometida pela contaminação de 
ecossistemas, devido, principalmente, ao lançamento de resíduos não  tratados ou tratados e 
dispostos de maneira inadequada e que apresentam um elevado potencial poluente 
(DURIGAN et al; 2012). Dentre os principais contaminantes presentes no ambiente, 
destacam-se os hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (HPA), bifenilas, dioxinas, metais 
tóxicos e praguicidas, pois são contaminantes que podem gerar uma série de efeitos negativos 
sobre a biota devido ao seu potencial citotóxico e/ou carcinogênico (ALMEIDA, 2003). Além 
desses problemas clássicos associados à contaminação por poluentes prioritários, novas 
preocupações surgiram recentemente devido aos processos de contaminação envolvendo 
micropoluentes emergentes (BOLONG et al; 2009). 
Poluentes Orgânicos Emergentes (POE) referem-se a quaisquer compostos químicos 
presentes em uma grande variedade de produtos comerciais como medicamentos, produtos de 
uso veterinário, embalagens de alimentos, produtos de higiene pessoal, agrotóxicos, bem 
como constituintes microbianos que, historicamente, não tem sido considerados como 
contaminantes, mas que apresentam risco à saúde humana e ao meio ambiente, e que ainda 
não possuem legislação regulatória correspondente (SILVA; COLLINS, 2011). São 





mas ainda não incluídas em programas de monitoramento (BOXALL, 2010).  
Fármacos, cosméticos e produtos de higiene pessoal têm sido detectados em águas 
subterrâneas e superficiais, água para consumo humano, e até mesmo em solos nos quais 
ocorre à disposição de lodo do esgoto (MCCLELLAN; HALDEN, 2010). Dentre as principais 
vias de entrada de fármacos no ambiente destaca-se a excreção após ingestão, remoção de 
medicação tópica durante o banho, e disposição de medicamentos vencidos ou indesejados no 
esgoto ou no lixo (CARVALHO et al; 2009).  
 Efluentes de Estações de Tratamento de Esgoto (ETE) ou Estações de Pré-
Condicionamento (EPC) têm sido apontados como as principais vias potenciais de liberação 
de fármacos no ambiente aquático (DAUGHTON, 2007), pois, frequentemente, apenas uma 
parte do ingrediente ativo é removida pelo tratamento, e o efluente é então lançado nos corpos 
hídricos (TERNES, 1998). Na zona costeira, principalmente em áreas de grande 
adensamentos populacionais, a disposição de esgoto têm sido realizada por duas alternativas: 
1) o lançamento do esgoto em alto mar por meio de emissários submarinos, incluindo ou não 
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algum tratamento prévio (pré-condicionamento); e 2) o tratamento primário e secundário dos 
resíduos, com lançamento do efluente em um corpo hídrico interior (Abessa et al; 2012). 
 Emissários submarinos são estruturas hidráulicas lineares capazes de conectar a 
superfície terrestre ao corpo d’água receptor, possuindo três componentes principais: a 
estação de lançamento localizada na parte terrestre, e que pode conter uma ETE; o emissário 
cuja função é transportar o efluente (por gravidade ou bombeamento) para o local exato de 
disposição; e o sistema difusor, onde um orifício ou bocal, ou um conjunto deles, lançam e 
dispersam o efluente (FORTIS, 2005). O pre-condicionamento de esgotos é reconhecido 
como pouco efetivo na eliminação de contaminantes presentes nos efluentes e pode causar 
diversas alterações ambientais (ABESSA et al; 2012). Além disso, em se tratando de 
fármacos, há um lançamento contínuo dessas substâncias no ambiente pelas ETE, fato que 
pode resultar numa exposição crônica de organismos aquáticos a esses compostos, aos seus 
metabólitos ou produtos de transformação (LOLIC et al; 2015). 
Produtos farmacêuticos estão entre as tecnologias mais importantes para preservar e 
restaurar a saúde, mas apesar desses benefícios, estudos ambientais têm demonstrado que 
essas substâncias podem causar impactos negativos em organismos não alvos, devido à sua 
capacidade de produzir efeitos biológicos, mesmo em baixas concentrações (FERRARI et al; 
2003; CARVALHO et al; 2009; GAMARRA JR et al; 2015). Entre os efeitos biológicos já 
observados, estão indução da vitelogênese em moluscos (ANDREW et al; 2008), 
intersexualidade (BALCH et al;2004), disrupção endócrina em crustáceos (ZOU, 2005), 
alterações no fígado e intestino de trutas (TRIEBSKORN et al; 2004), alterações 
embriolarvais em Danio rerio (HALLARE et al; 2004), alterações comportamentais e 
diferenciação sexual em peixes medaka (SCHOLZ; GUTZEIT, 2000).  
Embora uma ampla gama de fármacos seja utilizada na medicina humana e veterinária, 
apenas alguns são considerados de importância ambiental devido ao seu volume de consumo, 
toxicidade e persistência no ambiente. Nesse sentido destacam-se os betabloqueadores, 
citostáticos, fármacos para tratamento de câncer, compostos neuro-ativos, antiparasitários, 
hormônios esteróides, analgésicos, anti-inflamatórios e antibióticos (MORLEY, 2009). 
SANTOS et al. (2010) quantificaram alguns desses fármacos no ambiente aquático, sendo que 
16% estão na classe dos  anti-inflamatórios,  15% antibióticos, 12% reguladores lipídicos e 
9% hormônios sintéticos.Entre as substâncias mais frequentemente detectadas em ETE 
encontram-se os anti-inflamatórios não esteroidais (AINE), um dos grupos de produtos 
farmacêuticos mais utilizados no mundo, cuja produção anual é estimada em quilotoneladas 
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(CLEUVERS, 2004). Destaca-se, nesse grupo, o Diclofenaco como um dos mais importantes 
fármacos presentes no ciclo da água (HEBERER; FELDMANN, 2005). 
 O Diclofenaco (2-[2-[(26-dichlorophenil)amino]phenil] ácido benzenoacético é 
encontrado principalmente na formas de Diclofenaco de Sódio e Diclofenaco de Potássio 
(MINETTO, 2009) (Figura 1), sendo utilizado como medicamento humano e age como um 
composto analgésico e anti-reumático (SCHEYTT et al; 2006) e pode ser encontrado em 
diversas formas tais como comprimidos, cápsulas, supositórios, soluções intravenosas, 
pomadas e géis (PRASKOVA et al; 2014). Ao ser absorvido pelo organismo, sofre 
metabolização hepática e transforma-se em  4’-hidroxi-Diclofenaco, seu principal metabólito, 
sendo eliminado pela urina (65%) e bile (35%) (MINETTO, 2009). Possui uma solubilidade 
razoável em água e baixa pressão de vapor (que promove sua permanência em água) e não 
dissipação para a atmosfera. Além disso, em pH neutro se comporta como um ácido, tendo, 
portanto, baixa tendência à adsorção em matéria orgânica do lodo ou sedimentos suspenso 













Ponto de Fusão 











Conforme às suas propriedades anti-inflamatórias, o Diclofenaco age inibindo a 
atividade das enzimas cicloxigenases (COX) envolvidas na síntese de diferentes 
Figura 1. Estrutura química do Diclofenaco. 
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prostaglandinas, a partir do ácido aracdônico, que atuam no processo inflamatório (SANTOS 
et al; 2010). Além de atuarem nos processos de inflamação e dor, as prostaglandinas também 
estão envolvidas em processos de coagulação sanguínea, proteção da mucosa gástrica, e 
regulação do fluxo sanguíneo nos rins (FENT et al; 2006). Em organismos marinhos, as 
prostaglandinas são importantes para regular o transporte de íons, oogênese, espermatogênese 
e defesa imune (SCHIMIDT et al; 2011).  
Devido a sua ampla utilização, resíduos de Diclofenaco podem ser regularmente 
detectados em águas superficiais de todo mundo, sendo que a maioria dos estudos já 
realizados concentra-se em ambientes de água doce (Tabela 2). Além disso, o potencial das 
ETE para eliminar resíduos farmacêuticos têm se mostrado ineficiente (HOEGER, 2005).  
 
Tabela 2. Concentrações médias de Diclofenaco encontradas em rios, efluentes de ETE, e água do mar em 
alguns locais do mundo. 
Localização Ambiente País Concentração (ng.L
-1
) Referência 
Curitiba Água do Rio Iguaçu Brasil 285 Kramer, 2012 
Curitiba Água doRio Belém Brasil 61 Kramer, 2012 
Rio de Janeiro Água do Rio Paraíba do Sul Brasil 60 Stumpf et al; 1999 
Campinas Água do Rio Pinheiros Brasil 96 Raimundo, 2007 
Campinas Água do Ribeirão Anhumas Brasil 115 Raimundo, 2007 
Frankfurt Efluente ETE Alemanha 810 Ternes,1998 
Galícia Água do Rio Mero Espanha 230 Rodil et al; 2012 
Guangzhou Água do Rio Pearl China 94 Huang et al; 2011 
Zurique Água do Lago Greifensee Suíça 370 Buser et al; 1998 
Catalunha Mar Mediterrâneo Espanha 4 Gros et al; 2012 
Vila Nova de Gaia Oceano Atlântico Portugal 241 Lolic et al; 2015 
Malorca Efluente ETE Palma Espanha 298 Rodrigues-Navas et al; 2013 
Almería Mar Mediterrâneo Espanha 900 Gómez et al; 2007 
 
A ecotoxicologia possui aplicações importantes no diagnóstico e avaliação da 
degradação ambiental, pois fornece informações para o controle de impactos, análises de risco 
ecológico, em programas de monitoramento ambiental, dentro dos quais fornece significado 
biológico para os dados de contaminação, além de prova legal, possibilitando o 
desenvolvimento de métodos mais eficazes para a conservação e gestão ambiental, 
responsabilização por danos e passivos, entre outros (ABESSA, 2002). Dessa forma, um dos 
objetivos principais da ecotoxicologia é o desenvolvimento de protocolos de testes de 
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toxicidade que auxiliem na definição de limiares de toxicidade permissíveis com níveis de 
incerteza aceitáveis e que possam ser utilizados como guia para as entidades reguladoras para 
a tomada de decisões (DORNFELD, 2002). 
 A toxicidade provocada por determinado contaminante pode ser classificada como 
aguda ou crônica. Testes de toxicidade aguda são mais empregados para avaliar os efeitos de 
agentes tóxicos sobre espécies aquáticas em um curto período de tempo em relação ao período 
de vida do organismo e duram em média de 24h-96h. O objetivo desse tipo de avaliação é 
estimar qual a dose ou concentração de um agente tóxico que é capaz de produzir uma 
resposta mensurável num organismo teste ou população, e normalmente são observadas a 
letalidade ou alguma outra manifestação que a antecede. Nesse tipo de teste, ainda, é possível 
determinar valores de CE50 (Concentração de Efeito em 50% dos organismos) ou CL50 
(Concentração Letal em 50% dos organismos) (RAND; PETROCELLI, 1985; GHERARDI-
GOLDSTEIN et al; 1990). É importante lembrar que o fato de uma substância química não 
produzir efeitos tóxicos sobre organismos aquáticos em testes de toxidade aguda não significa 
que ela não seja tóxica para tais indivíduos, uma vez que alguns efeitos negativos só podem 
ser verificados quando a exposição a um contaminante ocorre por um período mais 
prolongado (USEPA, 2002). 
Testes de toxicidade crônica são realizados para medir o efeito de determinada 
substância química sobre uma espécie aquática, por um período de tempo que pode abranger 
parte ou todo o ciclo de vida (em geral, superior a 72h), tratando-se, portanto, de uma 
exposição prolongada na qual é possível avaliar as concentrações sub-letais (permitem a 
sobrevivência do organismos mas podem afetar sua reprodução, desenvolvimento, 
crescimento). Nesse tipo de análise, são determinadas as CEO (Concentração de Efeito 
Observada), que é a menor concentração do agente tóxico que pode causar efeito deletério e a 
CENO (Concentração de Efeito Não Observada), que é a maior concentração do agente tóxico 
que não causa efeito deletério (RAND; PETROCELLI, 1985; COSTA et al, 2008).  
Outra linha de evidencia empregada dentro da ecotoxicologia são os biomarcadores, 
considerados alterações fisiológicas, bioquímicas, celulares e comportamentais em resposta 
ao estresse causado por algum contaminante, atuando como indicadores de exposição e/ou 
efeito de algum xenobiótico (RAND et al, 1995) e indicam um desvio do estado normal que 
não pode ser detectado no organismo intacto (VAN DER OOST, 2003).  
Os biomarcadores podem ser divididos em três classes: biomarcadores de exposição 
são aqueles que detectam e mensuram a quantidade de uma substância exógena ou seu 
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metabólito, ou ao produto de interação entre um agente xenobiótico e alguma molécula alvo 
num determinado compartimento dentro do organismo. Não informam se o organismo 
apresentou algum efeito deletério, mas indicam que ele foi exposto a algum fator estressante, 
e.g. produção de metalotionéinas (atua na homesostase de metais no interior das células (LIU 
et al; 2001).  
Os biomacardores de efeito incluem alterações bioquímicas, fisiológicas, 
comportamentais ou outra alteração em um organismo que, dependendo da magnitude, 
passam a ser reconhecidas como associado com uma deficiência estabelecida ou possível na 
saúde, ou até mesmo, uma doença. Estão associados a prejuízos nas funções essenciais ao 
funcionamento celular, tecidos e organismos, como danos em DNA, lipoperoxidação de 
membranas e inibição enzimática como acetil-colinesterase (AChE) (NRC, 1987). Por fim, 
temos os biomarcadores de susceptibilidade que indicam a capacidade inerente ou uma 
habilidade de um organismo responder a um desafio de exposição a uma substância 
xenobiótica específica, incluindo fatores genéticos, e mudanças nos receptores que alteram a 
susceptibilidade de um organismo àquela exposição (WHO, 1993). 
Alterações em organelas envolvidas na detoxificação,na atividade enzimática, no 
sistema imune, na fisiologia (padrões respiratórios e circulatorios), e no comportamento são 
utilizados para determinar uma ampla variedade de respostas biológicas ao longo de uma 
exposição contínua a contaminantes (DEPLEDGE; GALLOWAY, 2005).  
No caso dos AINEs, a análise de enzimas cicloxigenases (COX) apresenta-se como 
um biomarcador de interesse ainda maior, uma vez que esse tipo de medicamento pode agir 
de forma seletiva sobre as diferentes isoformas dessa enzima (COX-1 e COX-2). Ambas 
apresentam estrutura protéica similar, mas a COX-2 que é induzida e expressa 
predominantemente no processo inflamatório abriu novas perspectivas terapêuticas para o 
desenvolvimento de fármacos com efeitos adversos menores. Além disso, recentemente vem 
sendo descrita uma nova variante de cicloxigenase, a COX-3, possivelmente uma variante da 
COX-1, distribuída principalmente no córtex cerebral, medula espinhal e coração, cuja 
inibição poderia representar o mecanismo central primário pelo qual os AINEs desevolvem 
suas atividades de redução da dor e febre (CARVALHO et al; 2004). 
A utilização de biomarcadores, portanto, configura-se como uma ferramenta 
complementar aos testes de toxicidade tradicionais, pois permite a detecção do mecanismo de 
ação tóxica e dos efeitos biológicos adversos de substâncias bioativas, como por exemplo, os 
fármacos, em concentrações ambientalmente relevantes, sendo capazes de  identificar os 
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primeiros sinais de toxicidade e estresse, numa abordagem conhecida como “early warming 
tools” (CORTEZ et al; 2012; MARTÍN-DÍAZ et al; 2009).  
Ao se tratar de fármacos, é importante destacar que essas substâncias podem ser 
parcial ou totalmente metabolizadas por enzimas catalisadoras que permitem a conversão 
desses xenobióticos em substâncias mais facilmente excretáveis que o composto original, num 
processo conhecido como biotransformação (JEON et al; 2013). Esse processo é 
especialmente importante quando o xenobiótico é um composto lipossolúvel, pois essa 
característica pode favorecer a reabsorção ou acumulação do composto no organismo, 
podendo apresentar reações de toxicidade (PRITCHARD; BEND, 1984). 
A maioria dos xenobióticos é catalisada por reações de fase I do metabolismo, também 
conhecidas como sistema de Função Mista Oxidase (mixed function oxidases - MFO), 
destacando-se a participação do citocromo P450 (CYP450), capaz de oxidar substratos 
lipofílicos utilizando NADPH e O2 (STEGEMAN et al; 1992). Dentro da família das CYP há 
uma série de isoenzimas capazes de metabolizar uma ampla variedade de compostos, sendo 
que as mais importantes para o metabolismo de fármacos são aquelas classificadas como 
CYP1, CYP2, CYP3. Em humanos, destaca-se ainda a atuação da CYP2C9 responsáveis pela 
metabolização de anti-inflamatórios como o Diclofenaco, em metabólitos hidroxilados 
(GOMEZ-OLIVAN et al; 2013). Em moluscos, as atividades enzimáticas da fase I podem ser 
determinadas pela atividade de Ethoxyresorufin O-deethylase (EROD) (CYP 450 1A-like 
proteins) e Dibenzylfluoresceina (DBF) (CYP 450 3A –like proteins) que também podem 
atuar no metabolismo de fármacos, como demonstrado por GAGNÉ et al; 2007. 
As reações de fase II do metabolismo promovem a combinação de compostos 
endógenos e xenobióticos no tripeptídeo glutation, tornando-os mais solúveis e facilmente 
excretáveis, destacando-se a participação das enzimas Glutationa- S- Transferase (GST) 
(MARANHO, 2014). Além disso, participam do sistema de defesa antioxidante enzimas 
como a Glutationa Peroxidase (GPx), qua atua na degradação do peróxido de hidrogênio e as 
enzimas complementares Glutationa Redutase (GR) que produz GSH e NADPH para manter 
os mecanismos de defesa (REED, 1986). 
Além dessas enzimas, a acetil-colinesterase (AChE) destaca-se como um dos 
principais biomarcadores utilizados na avaliação de alterações neurológicas relacionadas à 
exposição a xenobióticos (RICKWOOD; GALLOWAY, 2004), pois atua como catalisador do 
neutransmissor acetilconila, sendo de extrema importância para o bom funcionamento dos 
sistemas sensoriais e neuromusculares do organismo (PAYNE et al; 1996). 
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MARANHO (2014) destaca, ainda, que as perturbações que ocorrem a partir da 
exposição aos contaminantes são evidenciadas em diferentes processos bioquímicos, que 
podem resultar em danos nas células, como lipoperoxidação de membranas e danos em DNA. 
Entretanto, a mesma autora destaca que compreender como todos esses processos ocorrem e 
afetam organismos marinhos expostos a produtos farmacêuticos ainda é um desafio, devido à 
falta de dados em relação a esse assunto. 
Diversos estudos apontam a eficiência de moluscos bivalves como organismos 
sentinelas em ambiente marinho, sendo amplamente utilizados para monitorar os impactos e a 
presença de contaminantes (ZUYKOV et al; 2013). Os mexilhões, por exemplo, são 
utilizados como bioindicadores, pois combinam uma ampla distribuição e longo ciclo de vida 
com a habilidade natural de acumular contaminantes da água circulante, devido ao seu 
comportamento de filtração (GONZALEZ-REY; BEBIANNO, 2014). Além disso, os 
bivalves exibem muitas das características fisiológicas básicas encontradas nos vertebrados, 
tal como a capacidade de biotransformar substâncias orgânicas pelas reações de fase I e fase 
II, o que contribui para que sejam utilizados em ensaios ecotóxicológicos em substituição aos 
vertebrados que são organismos mais complexos (QUINN et al; 2011). 
Recentemente, a União Européia estabeleceu um guia para avaliar a presença de 
produtos farmacêuticos no ambiente aquático (Diretiva 2013/39/EU), que altera as Diretivas 
2000/60/EC e 2008/105/EC no que se refere a substâncias prioritárias no domínio da política 
da água. Uma lista contendo hormônios e o fármaco Diclofenaco foi criada e está sendo 
atualizada com os dados recolhidos pela União Européia (LOLIC et al; 2015). Nesse contexto, 
o Diclofenaco, bem como outros fármacos, vem sendo incluídos em programas de 
monitoramento e avaliações de risco ambiental ao redor do mundo, tais como Canadá 
(KLEYWEGt et al; 2007), Japão (YAMAMOTO et al; 2007), Coréia (GUK et al; 2006; 
HAN et al; 2006) e mais recentemente pela Irlanda (EPA, 2015). No Brasil, entretanto, a 
legislação atual não contempla a detecção e monitoramento de micropoluentes como os 
fármacos em águas superficiais, potável, e efluentes de esgoto, não existindo, portanto, 
obrigatoriedade de monitoramento ou limites estabelecidos para esses compostos na 
legislação ambiental pertinente (COLAÇO, 2013). 
A Avaliação de Risco Ambiental consiste numa caracterização do risco, no qual é 
possível realizar uma estimativa da incidência dos efeitos adversos, que podem ocorrer num 
determinado compartimento ambiental (ar, solo, ou água), como resultada de uma exposição 
atual ou prevista a determinada substância. (FERRARI et al; 2003). Essa avaliação 
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geralmente envolve o cálculo de um quociente de risco estabelecido a partir da razão entre a 
Concentração Ambiental Prevista (Predicted Environmental Concentration- PEC) ou a 
Concentração Ambiental Mensurada (Measured Environmental Concentration-MEC) e a 
Concentração de Não- Efeito (Predicted No-Effect Concentration- PNEC), que corresponde à 
concentração ambiental em que  nenhum efeito adverso é esperado no ambiente (European 
Comission, 2003). 
Nesse contexto, o presente trabalho assume como hipótese que o fármaco Diclofenaco 
é capaz de causar efeitos adversos em organismos não-alvo, mais especificamente ao bivalve 
marinho Perna perna, em concentrações ambientalmente relevantes, denotando o risco 
ecológico desse fármaco. Para verificação dessa hipótese, se propôs a realização de um estudo 
ecotoxicológico e posteriormente uma avaliação do risco ambiental na Baía de Santos, 
empregando para tanto uma abordagem escalonada que envolve a determinação das 
concentrações ambientais em coluna d’água e dos efeitos biológicos adversos associados, 
conforme framework proposto pela União Europeia (EMEA CPMP/SWP/4447/00). Essa 
abordagem contemplou: a) identificação e quantificação desse fármaco em amostras de água 
marinha (superfície e fundo) coletadas no entorno do descarte do emissário submarino de 
Santos; b) ensaios de toxicidade aguda e crônica e c) ensaios de exposição de 96 horas para 
















2.1 Objetivo geral 
 O objetivo principal desse estudo consiste na avaliação de risco ambiental do 
composto farmacêutico Diclofenaco no ambiente marinho (Baía de Santos – SP) mediante a 
utilização de um desenho metodológico escalonado utilizando como organismo-teste o 
molusco bivalve Perna perna. 
 
2.2 Objetivos específicos 
 A realização do objetivo geral descrito implicou na consecução dos seguintes 
objetivos específicos: 
 - Quantificação do Diclofenaco em amostras de água superficial e de fundo na área de 
descarte do emissário submarino de Santos; 
 - Avaliação da toxicidade aguda do composto farmacêutico Diclofenaco, a partir de 
alterações na taxa de fertilização de gametas do mexilhão marinho P. perna; 
 - Avaliação da toxicidade crônica do Diclofenaco a partir do desenvolvimento 
embriolarval do mexilhão marinho P. perna; 
 - Avaliação dos efeitos subletais e o mecanismo de ação do Diclofenaco em um 
organismo não alvo (P. perna) a partir da utilização de biomarcadores em diferentes níveis de 
organização biológica  
 - Avaliação do risco ambiental do Diclofenaco por meio da relação entre as 
concentrações ambientais desse composto e as concentrações de efeito encontradas nos 
ensaios laboratoriais, a partir da utilização de uma metodologia escalonada; 
 - Geração de subsídios para a identificação de concentrações seguras desse fármaco no 
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3. Material e Métodos 
3.1 Área de estudo  
A baía de Santos possui 7 km de largura na parte central e 11 km na parte final, entre 
as Pontas de Itaipú a oeste e do Monduba a leste e uma profundidade que varia de 5 a 10 m. 
Ao norte, é delimitada pelas praias de Santos e São Vicente. Recebe águas do estuário de 
Santos e do estuário de São Vicente, constituindo-se numa área de mistura da água do mar 
com as águas salobras vindas do continente. Além da poluição causada pelo Porto de Santos e 
pelas indústrias da região de Cubatão carreada até a baía pelo canal do porto, outra fonte de 
poluição são os esgotos domésticos despejados tanto nos estuários quanto através do 
emissário submarino cuja saída do efluente está localizada a 4,5 km da costa, no centro da 
baía (CETESB, 2006). 
A orla de Santos é dividida por sete canais artificiais de drenagem pluvial urbana, com 
comportas que na maior parte do tempo impedem seu deságue direto nas praias, sendo o fluxo 
direcionado à Estação de Pré-Condicionamento (EPC) de esgotos do José Menino (FERRAZ 
et al; 2012). Nesse local, os efluentes passam por processos de caixa de areia (para remoção 
dos sólidos sedimentáveis), gradeamento, peneiramento para remoção dos sólidos e cloração, 
não havendo qualquer tratamento adicional (primário ou secundário), e o esgoto é 
essencialmente descarregado sem tratamento (ABESSA et al; 2005). A seguir, esses efluentes 
são encaminhados através de tubulações para serem lançados pelos difusores do emissário 
submarino no mar em uma área de alta circulação hidrodinâmica, na qual o efeito de diluição 
promove, ao menos teoricamente, a melhoria das condições ambientais da região 
(HORTELLANI et al; 2008). Entretanto, esse processo remove apenas sólidos grosseiros, 
areia, e diminui a ocorrência de organismos patogênicos (CETESB, 2004), mas é insuficiente 
para remover outras substâncias com potencial poluente.  
 
3.2 Abordagem TIERED 
 Neste trabalho abordamos os 3 (três) níveis da metodologia escalonada (Tiered 
approach) com adaptações para execução deste estudo, relacionadas à identificação e 
quantificação dos compostos nas amostras de água coletadas na área de influencia do 
lançamento do emissário submarino de efluente doméstico de Santos, localizado na Baía de 
Santos. Em seguida, foram determinadas as concentrações de efeito agudo e crônico sobre o 
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mexilhão marinho Perna perna, por meio de ensaios ecotoxicológicos que contemplaram 
diferentes fases da vida e distintos níveis de organização biológica. A metodologia foi 
dividida em 3 etapas: no TIER 0 foram identificadas as concentrações ambientais do fármaco 
Diclofenaco no entorno do lançamento do Emissário de Santos, no qual foi obtida a 
Concentração Ambiental Medida (Measured Environmental Concentration-MEC). No TIER 
1 foi realizado a avaliação do efeito agudo, com a exposição de  organismos-teste a diferentes 
concentrações do fármaco, para determinação da CE50. No TIER 2 foram avaliados os efeitos 
subletais e crônicos, para avaliar o efeito do fármaco em diferentes níveis de organização 
biológica e determinação da Concentração de Efeito Não Observado (CENO) e a 
Concentração de Efeito Observado (CEO).  
 A abordagem utilizada foi uma estimativa da incidência dos efeitos adversos que 
ocorreram na exposição via água, resultante da MEC obtida para o fármaco. Os efeitos 
ambientais foram caracterizados pelo cálculo da PNEC (Predicted no Effect Concentration) 
com base nos valores de CE50 e CENO obtidos. Foram utilizados fatores de avaliação padrão 
(1000 para efeito agudo e 100 para efeito crônico, de acordo com a quantidade de informação 
disponível sobre toxicidade) introduzidos para explicar a extrapolação da variabilidade intra e 
inter-específica na sensibilidade. A PNEC em compartimentos aquáticos (PNECwat) para o 








 Os dados gerados pelas análises químicas da água e pelos ensaios toxicológicos foram 
utilizados para estabelecer uma relação entre as concentrações ambientais de Diclofenaco e as 
concentrações de efeito encontradas, visando determinar o risco ambiental desse composto na 



























 A maior parte dos estudos de toxicidade aquática e avaliação de risco de produtos 
farmacêuticos se baseiam em estudos de exposição em curto prazo (toxicidade aguda), apesar 
de haver um reconhecimento de que a exposição mais comum se dá em baixas concentrações 
presentes nos efluentes das ETE (QUINN et al; 2011). Dessa forma, no presente estudo 
realizamos uma avaliação do risco ambiental do fármaco Diclofenaco na área de influência do 
Emissário Submarino de Santos, avaliando tanto a toxicidade aguda quanto a crônica e 
respostas subletais desse composto sobre o mexilhão Perna perna. 
3.3 TIER 0- Análises químicas 
 As amostras de água de superfície (1S, 2S, 3S, 4S, 5S) e de fundo (1F, 2F, 3F, 4F, 5F) 
foram coletadas em Março de 2014, período pós-carnaval, uma vez que os períodos de férias 
e feriados recebem uma população flutuante de atingem percentuais elevados (até 817 mil 
pessoas) das populações residentes, sobrecarregando, por exemplo, os serviços de saneamento, 
(SÃO PAULO, 2011). As coletas foram realizadas em 5 pontos pré-determinados no entorno 
do Emissário Submarino de Santos, considerando as possibilidades de dispersão de pluma do 
efluente (Figura 3). 
  
 
Figura 2. Abordagem TIERED 















 A coleta, transporte e armazenagem das amostras foram realizados com base no Guia 
Nacional de Coleta e Preservação de Amostras (CETESB, 2011). Em cada ponto foi coletado 
1L de água superficial e 1L de fundo com auxílio de uma garrafa van Dorn. Os frascos foram 
previamente lavados com detergente enzimático, enxaguados com água corrente e água 
destilada, sendo posteriormente colocados em estufas para remover possíveis contaminantes 
interferentes. Posteriormente, as amostras foram transportadas até o laboratório em caixas 
térmicas com gelo (<6ºC), e foram armazenadas em -20ºC por aproximadamente 30 dias. 
 O processamento das amostras e as análises cromatográficas foram realizados de 
acordo com as recomendações da EPA (Environmental Protection Agency), EUA, método 
1694, que dispõe sobre a Análise quantitativa de Fármacos e Produtos de Cuidados Pessoais 
presentes na água, solo, sedimentos e biossólidos por HPLC/MS/MS (Cromatógrafo Líquido 
acoplado ao Espectrômetro de massa) (USEPA, 2007). As amostras foram submetidas à 
extração por fase sólida e concentração de analitos de foi realizada de acordo com WILLE et 
al; (2010). Inicialmente, as amostras foram filtradas com auxílio de um sistema de filtração, 
com membrana GF/C de 47 mm de diâmetro e porosidade de 1,2 µm. Ao final desse 
procedimento, cerca de 2 mL de metanol também foram filtrados em membrana para 
carreamento dos componentes de interesse. 
 As colunas de Chromabond (3 mL, 200 mg, Macherey-Nagel, Duren, Alemanha) 
foram então pré-condicionadas com 5 mL de metanol e 5 mL de água Mili-q para ativação da 
coluna. Em seguida estas colunas foram carregadas com 1000 mL da amostra, lavadas duas 
Figura 3. Pontos de amostragem- Emissário Submarino de Santos. 
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vezes com 5 mL de  água Mili-q e secas à vácuo durante 30 minutos. A eluição final foi 
realizada com 5 mL de acetona e 2 x 5 mL  de metanol. 
 Ao final do experimento, os eluatos foram enviados ao Centro de Espectometria de 
Massas Aplicada do Instituto de Pesquisas Nucleares da Universidade de São Paulo 
(IPEN/USP). As amostras foram levadas à secura total sob um fluxo de ar comprimido 
visando eliminar o solvente orgânico da extração de fase sólida. Em cada amostra foi 
adicionado uma alíquota de 1 mL da mistura do solvente em água Mili-q e acetonitrila (95:5, 
v/v) e os extratos foram analisados em Cromatografia Líquida Acoplada ao Espectômetro de 
Massas (LC-MS/MS) híbrida, tipo quadrupolo linear íon trap (LC-QqLIT), no modo ESI 
negativo. A Tabela 3 apresenta os parâmetros do Multiple Reactions Monitoring for the 
positive and negative ion mode (Reações Múltiplas de Monitoramento para íons mode 
positivo e negativo).  
 
Tabela 3. Parâmetros de múltiplas reações de monitoramento para o modo de íons positivos e negativos. 
 
Q1 (primeiro quadrupolo); Q3 (ultimo quadrupolo); DP (potencial desagrupamento); CE (energia de colisão); 
CXP (Potencial Colisão de Saída); LOD (Limite de detecção); LOQ (Limite de quantificação); RT (Tempo de 
Retenção); MIM (Monitoramento de íons múltiplos). Em Q3, a célula superior está o íon quantificador e na 
célula inferior está o íon qualificador. 
 
3.4 TIER I- Ensaios ecotoxicológicos 
3.4.1 Coleta e manutenção do organismo teste (Perna perna) 
 Bivalves são membros importantes do ecossistema aquático e interagem com a água e 
o sedimento. São organismos sésseis e de vida longa que filtram grandes quantidades de água 
durante a alimentação e respiração e são particularmente suscetíveis aos estressores 
ambientais, incluindo contaminação pontual e difusa (GANGNÉ et al; 2006). Estes 
organismos podem bioacumular poluentes orgânicos e metais, sendo essas características 
altamente desejáveis em estudos ecotoxicológicos (RITTSCHOF; MCCLELLAN-GREEN, 
2005). Dentre esse grupo, os mexilhões da espécie Perna perna (Linnaeus, 1758) têm 
mostrado alto potencial para uso em estudos com biomarcadores moleculares, citológicos, 
histológicos e fisiológicos. (SÁENZ et al; 2010; ALMEIDA et al; 2004).  










1,0 7,4 5,77 
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 Perna perna vive preso pelo bisso a substratos duros da zona intertidal, tanto em 
locais com forte arrebentação como em pontos mais abrigados, sendo mais abundante em 
costões rochosos expostos à ação direta das ondas e com alto hidrodinamismo (RESGALLA 
JR. et al; 2008). Além disso, esses organismos ocupam uma importante posição na cadeia 
alimentar marinha, sendo considerados também fonte de alimento e renda para milhares de 











         
 Os moluscos Perna perna foram adquiridos em um cultivo localizado na praia de 
Toque Toque Pequeno, município de São Sebastião, SP, Brasil. Este cultivo foi escolhido, 
pois apresenta boas condições ambientais e sanitárias (CESTEB, 2015). Os organismos então 
foram transportados até o laboratório em caixas térmicas. Ao chegar ao laboratório, os 
organismos foram lavados com água do mar, visando retirar qualquer interferente. Em 
seguida, foram mantidos em um tanque de 300 L com aeração constante, sistema de filtragem 
e fotoperíodo natural (12h/12h). 
3.4.2 Soluções teste 
 Para esse estudo, o Diclofenaco foi obtido sob a forma de sal, proveniente da Sigma-
Aldrich, com alto grau de pureza (>98%). A solução estoque de Diclofenaco foi de 1000 
mg.L
-1
 e foi preparada pesando-se 100 mg fármaco, diluído em 60µL de dimetilsulfóxido 
(DMSO) (quantidade estabelecida durante os ensaios preliminares), avolumado para 100 mL 
em água do mar. A partir dessa solução estoque foram preparadas as soluções teste a serem 
avaliadas, considerando-se cinco diferentes concentrações: 1000; 500; 250; 125; 62,5 e 
31,25mg.L
-1
. Além dessas soluções, utilizamos um controle água do mar e um controle com o 
solvente DMSO a fim de verificar a influencia do mesmo sobre o ensaio (Tabela 4). 
Figura 4. Exemplar do mexilhão Perna perna. 
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Controle DMSO 1000 500 250 125 62,5 31,25 
Sol. estoque ---- ---- 10 5 2,5 1,25 0,625 0,3125 
Água do mar 10 10 --- 5 7,5 8,75 9,375 9,6875 
Volume total 10 10 10 10 10 10 10 10 
  
 O controle de água do mar foi preparado com a água reconstituída (utilizada na 
diluição), filtrada em membrana de 0,22 µm (Tabela 5). 
 




34- 35 ppm 
7,8 ± 0,2 
6,0 ± 1,0 mg.L-1 
 
3.4.3 Ensaios de Fertilização (toxicidade aguda) 
 Os ensaios de fertilização foram realizados de acordo com o protocolo USEPA (2002), 
adaptado para Perna perna por ZARONI et al; (2005). Os gametas (ovócitos e 
espermatozóides) foram obtidos por meio de indução térmica, onde os mexilhões (n=60) 
foram colocados em placas de Petri, imersas numa bandeja com água do mar reconstituída, 
mantida a uma temperatura de 4ºC a 10ºC durante 30 minutos. Em seguida, essa água foi 
aquecida e mantida em 37ºC, realizando, dessa forma, um choque-térmico que induzisse a 










 Após um período de até 8h, os gametas foram liberados e coletados com pipeta 
Pasteur, sendo depositados em béqueres, e mantidos a baixas temperaturas com o auxílio de 
gelo. A solução contendo os ovócitos obtidos (coloração alaranjada) foi filtrada em membrana 
de 0,75 µm e lavados três vezes em água de diluição. A viabilidade dos ovócitos (forma 
arredondada e tamanho homogêneo) foi verificada em microscópio óptico. Dessa solução de 
ovócitos foram separadas três alíquotas de 10 µL, analisadas em câmera de Sedgewick-Rafter 
a fim de determinar a concentração de ovócitos para cada ensaio. Os espermatozoides obtidos 
(coloração branca) também tiveram sua viabilidade analisada (forma e movimentação) e cerca 















Figura 5. Indução térmica para obtenção de gametas (A); gametas femininos- cor alaranjada (B); gametas masculinos- cor 
branca (C). 

















 Os espermatozóides (150 µL) foram expostos às soluções controle (água de diluição e 
DMSO) e aos tratamentos com Diclofenaco em quadruplicata, durante 40 min, em tubos de 
ensaios de 10 mL. Após esse período, 2000 ovócitos foram adicionados em cada tubo e a taxa 
de fertilização foi avaliada após 1h, observando-se os controles e considerando-se como boa 
uma taxa igual ou superior a 70% de ovócitos fertilizados, e os ensaios foram encerrados 
adicionando-se 0,5 mL de formol tamponado com bórax em cada tubo de ensaio. 
 A leitura das células foi realizada em câmara Sedgewick-Rafter, na qual foram 
avaliadas as primeiras 100 células observadas. Para o Perna perna, a fertilização pode ser 
confirmada pelo surgimento do corpúsculo polar ou pelo início de clivagens. A quantidade de 
ovócitos fertilizados e não fertilizados foi utilizada para calcular a porcentagem de 







Figura 6. Solução de ovócitos (A) proveniente das fêmeas (coloração laranja) e solução de espermatozóides (B) proveniente 
dos machos (coloração branca). 













3.5 TIER II- Efeitos subletais e biomarcadores 
3.5.1 Soluções teste 
 A solução estoque de Diclofenaco foi de 100 mg.L
-1
 e foi preparada pesando-se 10 mg 
de fármaco, diluído em em 60 µL de dimetilsulfóxido (DMSO), avolumado para 100 mL em 
água do mar. A partir dessa solução estoque foram preparadas as soluções teste a serem 
avaliadas, considerando-se cinco diferentes concentrações: 100; 10; 1; 0,1; e 0,01 mg.L
-1
. 
Além dessas soluções, utilizamos um controle com água do mar e um controle com o solvente 
DMSO a fim de verificar a influencia do mesmo sobre o ensaio (Tabela 6).  
 












Controle DMSO 100 10 1 0,1 0,01 
Sol. estoque ---- ---- 10 1 0,1 0,01 0,001 
Água do mar 10 10 --- 9 9,9 9,99 9,999 
Volume total 10 10 10 10 10 10 10 
Figura 7. Esquema demonstrando o ensaio de fertilização. Exposição dos espermatozóides ao Diclofenaco (A). Após 40 
minutos acrescentam-se os ovócitos (B). Após 60 minutos é feita a leitura em Sedgwick-Rafter (C) em microscoópio 
optico (D). A fertilização é verificada pela presença do corpúsculo polar (E) ou início das clivagens (F). 
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3.5.2 Ensaios de Desenvolvimento Embriolarval (toxicidade crônica) 
 Os ensaios de desenvolvimento embriolarval seguiram as orientações dos protocolos 
da ASTM (1992) para mexilhões, adaptada por ZARONI et al; (2005). A obtenção de zigotos 
foi realizada pela adição de uma quantidade de 1-2 mL da solução de espermatozóide à 
solução de ovócitos, aguardando-se, em seguida, cerca de 1h para que fosse possível observar 
a fertilização e início do processo embrionário. Cerca de 500 embriões foram transferidos 
para cada tubo de ensaio, mantidos em uma câmara com fotoperíodo (12h/12h), a temperatura 
de 25ºC, durante 48h. Ao final desse período, o ensaio foi encerrado com a adição de 0,5 mL 
de formol tamponado. Em microscópio óptico foram avaliadas as primeiras 100 larvas véliger, 
observando-se inicialmente os controles, cuja taxa ideal de desenvolvimento deve ser igual ou 
maior do que 70%. As larvas consideradas normais são aquelas que apresentam valvas 
simétricas e fechadas, conteúdo interno visível e morfologicamente se assemelham à letra "D" 
(Figura 8).  
 Em paralelo aos ensaios de fertilização e embriolarval, também foram realizados testes 
com substância de referência Dodecil Sulfato de Sódio (DSS) (SIMM, 2009; CORTEZ, 2011) 
a fim de verificar a sensibilidade dos organismos-teste. Análises físico-químicas (oxigênio 
dissolvido, pH, e salinidade) também foram realizados no início e final de cada experimento. 
Figura 8. Esquema demonstrando o ensaio embriolarval. A fertilização ocorre pela união dos ovócitos com os 
espermatozóides (A). Após 60 minutos iniciam-se as clivagens (B). Após 48h, é feita a leitura em Sedgwick-Rafter 
(C) em microscoópio optico (D). Larvas normais apresentam formato de letra "D" (E). Larvas anormais 
apresentam formato irregular e extravasamento do conteúdo (F). Imagem: Simm, 2009. 
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3.5.3  Biomarcadores 
3.5.3.1 Ensaio de Citotoxicidade (Tempo de Retenção do Vermelho Neutro - TRVN) 
 O ensaio foi conduzido de acordo com o protocolo de Lowe et al; (1995), e o objetivo 
foi verificar o tempo de retenção do corante vermelho neutro pela membrana lisossomal. O 
corante é lipofílico e acidófilo, e se difunde passivamente pelas membranas celulares, até que 
ao penetrar o lisossomo, recebe um próton devido ao baixo pH da organela. Ao se difunfir, 
então, do citoplasma adjacente para a membrana lisossômica, o vermelho neutro se torna cada 
vez mais concentrado e visível no interior dessa organela ao decorrer do tempo (SOUZA et 
al; 2011). Dessa forma, espera-se que em células saudáveis e com uma membrana lisossomal 
íntegra, o tempo de retenção do corante seja maior, e consequentemente, demorem mais 
tempo para entrar em apoptose do que as células estressadas por xenobióticos, que provocam 
danos aos lisossomos (SVENDSEN et al; 2004).  
 A eficiência da retenção depende do pH do lisossomo, o qual é mantido pela bomba de 
prótons H
+
-ATPase encontrada na membrana lisossômica. Em células saudáveis, a bomba de 
prótons pode manter o influxo e o gradiente de prótons, mas quando essas células são 
expostas à  um xenobiótico, a eficiência da bomba pode reduzir ocasionando a diminuição 
desse gradiente de prótons e aumento do pH no interior dos lisossomos, que se tornam 
incapazes de reter o corante (FRANCIONI, 2007). 
3.5.3.2 Solução teste 
 A solução estoque foi preparada pesando-se 1 mg de Diclofenaco, que foi diluído em 
60 µL de DMSO e posteriormente avolumado em 100 mL de água do mar, produzindo, dessa 
forma, uma solução de concentração 10mg.L
-1
. Dessa solução estoque foram retiradas três 







), considerando-se a concentração ambiental determinada no TIER 0, além de um controle de 
DMSO. Para cada tratamento foram utilizados 2 aquários de 20 L, totalizando 8 aquários. 
Cada aquário recebeu 10 mexilhões e foi preenchido com 10 L de água do mar, atingindo a 


















 Tanto a água quanto as soluções teste foram trocadas a cada 24h para garantir uma 
constante presença de Diclofenaco e evitar a transformação desse composto em metabólitos 
secundários. O tempo de exposição total foi de 96h e as leituras foram realizadas a cada 48h. 
Nesse tempo foram retirados 5 organismos de cada aquário (totalizando 10 por tratamento) 
para verificação da estabilidade da membrana lisossomal. Uma leitura no tempo zero foi 
realizada para avaliar as condições dos organismos após o período de aclimatação, sendo que 
esses organismos não foram expostos a nenhum tratamento. 
3.5.3.3 Solução fisiológica 
 Esta solução foi utilizada para diluir a hemolinfa dos mexilhões de modo que os 
hemócitos retirados não sofressem estresse ao serem retirados do organismo. A solução 
fisiológica foi preparada com 4,77g de HEPES, 25,48g de NaCl, 13,06g de MgSO4, 0,75g de 
KCl, e 1,47g de CaCl2 diluídos em 1L de água destilada. O pH da solução  foi ajustado para 
7,36 a salinidade para 36 e mantida em temperatura ambiente. 
3.5.3.4 Solução de vermelho neutro 
 A solução estoque de vermelho neutro foi preparada durante o período de incubação 
das células na lâmina tratada com poly-l-lisina. Uma massa de 28,8 mg do corante de 
vermelho neutro foi armazenado num pequeno frasco âmbar, onde foi adicionado 1 mL de 
DMSO para dissolver o composto. Esse frasco foi mantido protegido da luz, pois o corante é 
fotossensível. A solução de trabalho foi preparada com 10 µL dessa solução estoque, diluídos 
em 5 mL da solução fisiológica e também foi mantida sob abrigo da luz. 
Figura 9. Aquário de exposição. 
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3.5.3.5  Extração da hemolinfa 
 As valvas dos mexilhões foram delicadamente distanciadas com uma faca a fim de 
retirar o excesso de água do interior do animal. Uma pequena seringa com agulha padrão 21, 
previamente preenchida com 0,5 mL de solução fisiológica foi introduzida no músculo adutor 
do mexilhão, onde foram retirados 0,5 mL de hemolinfa, de aparência leitosa, cuja presença 
foi possível confirmar de forma visual, colocando-se a seringa contra a luz (Figura 10). 
 
 
 Essa solução de hemolinfa foi depositada em microtubos e foi incorporada à solução 
fisiológica por leve inversão. Em seguida, 40 µL dessa solução foram depositadas em uma 
lâmina previamente tratada com 10 µL de poly-L-lisina, sendo armazenada numa câmara 
úmida e escura durante 15 minutos a fim de promover uma melhor adesão das células à 
lâmina. Após esse tempo, o excesso de hemolinfa foi cuidadosamente retirado para melhorar 
a visualização. 
3.5.3.6 Incubação e Leitura 
 Dentro da câmara escura, cada lâmina recebeu 40 µL do corante vermelho e essas 
foram armazenadas por mais 15 minutos. Em seguida, o excesso de corante foi retirado, as 
lâminas foram montadas com o auxílio de uma lamínula e a leitura ao microscópio foi 
iniciada, num aumento de 400x. Ao final de cada leitura as lâminas foram novamente 
armazenadas na câmara úmida e escura e mais 15 minutos foram aguardados para se iniciar 
uma nova leitura (Figura 11). 
 
 
Figura 10. Extração da hemolinfa (A).  Detalhe músculo adutor (B). 





 Esse procedimento foi repetido até que as células apresentassem extravasamento do 
corante, ponto no qual a análise é interrompida e o tempo de retenção é calculado, não 
ultrapassando um tempo total de 120 minutos. Os critérios para diferenciar células saudáveis 
de células estressadas encontram-se na Tabela 7. 
 
 
Figura 11. Esquema demonstrando o ensaio do tempo de retenção do corante vermelho neutro (TRCVN). Incubação das 
lâminas (A). Células saudáveis (B). Células com extravasamento do corante (C). 
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Tabela 7. Critérios utilizados para avaliar a estabilidade da membrana lisossômica. 
Critério Células saudáveis Células estressadas 
Formato das células Irregular Arredondado 
Tamanho das células Aumentado Diminuído 
Número de lisossomos Aumentado Diminuído 
Tamanho dos lisossomos Menores Alargados/Aumentados 
Cor dos lisossomos Vermelho pálido/rosado Vermelho ou rosa escuro 
Pseudópodes Não visíveis Visíveis 
Corante extravasado no citosol Não visíveis Visíveis 
 
 A cada leitura foram observadas as condições das células e esses dados foram 
anotados em planilhas, considerando-se três classificações: "+" quando mais de 90% das 
células observadas não apresentavam sinais de estresse; "+/-" quando a ausência de estresse 
ficou entre 90% e 50% e "-" quando mais de 50% das células exibiram anomalias em sua 
morfologia bem como extravasamento do corante para o citosol (KING, 2000). Dessa forma, 
o tempo médio de retenção foi considerado como sendo o último tempo que antecede o 
extravasamento. 
 Posterior às análises do tempo de retenção, os animais foram dissecados por 
rompimento do músculo adutor posterior e as brânquias e glândula digestiva foram 
armazenadas em ultrafreezer (-80ºC) para análise de outros biomarcadores. 
 
3.5.4 Biomarcadores Bioquímicos 
3.5.4.1 Homogeneização dos tecidos 
 Antes de iniciar a avaliação dos biomarcadores, os tecidos das brânquias e glândulas 
digestivas foram homogeneizados em solução tampão preparada com TRIS (50 mM), EDTA 
(1 mM), DTT (1mM), Sacarose (50 mM), KCl (150 mM), diluídos em 250 mL de água Mili-
Q , cujo o pH foi ajustado para 7,6 com HCl, no dia do uso. Além disso, foi preparada uma 
solução de PMSF (100 mM), diluído em 1 mL de etanol. A solução final de trabalho usada 
para homogeneizar as amostras foi preparada com 30 mL da solução tampão com 100 µL da 
solução de PMSF. 
 Os tecidos foram pesados e homogeneizados com 4 vezes o volume de tampão de 
homogeneização, utilizando um Tissue Tearor. Parte do volume obtido na homogeneização 
foi separado para as análises proteínas, peroxidação lipídica (200 µL) e danos em DNA (25 
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µL). Uma outra parte foi centrifugada durante 20 minutos, a 4ºC em 15000 g e o sobrenadante 
foi coletado para a análise de proteínas e as demais enzimas (EROD, DBF, GST, GPX, AChE 
e COX). Todas as amostras foram armazenadas em ultrafreezer (-80ºC) até o momento das 
análises. 
 3.5.4.2 Proteínas- Método de Bardford (1976) 
 A quantificação das proteínas foi realizada pelo método de Bradford (1976), cujo 
princípio baseia-se na interação entre o corante “Coomassie brilliant blue” BG-250 e 
proteínas que contém aminoácidos de cadeias laterais básicas ou aromáticas. 
 As alíquotas separadas para a análise de proteínas foram mantidas sobre o gelo, para 
evitar aquecimento busco durante o descongelamento. Tanto as amostras de brânquias quanto 
as de glândulas precisaram ser diluídas (20 µL de amostra em 180 µL de água Mili-Q) para 
evitar que a leitura ultrapassasse a capacidade limite do equipamento. 
 A quantificação de proteínas requer a confecção de uma curva padrão com Albumina 
de Soro Bovino (BSA). No presente estudo, foi utilizada uma BSA de concentração 
conhecida de 2 mg.L
-1
, que foi diluída em água Mili-Q, obtendo, ao final, cinco 






 e 1,04 mg.L
-1
 (Tabela 8). As alíquotas 
obtidas foram depositadas em microplaca transparente, em duplicata. 
 
Tabela 8. Preparação da curva de BSA para o ensaio de quantificação de proteínas. 
Volume de água Mili-Q (µL) Volume de BSA (µL) Concentração final (mg.L
-1
) 
100 0 0 
85 15 0,21 
70 30 0,42 
50 50 0,7 
25 75 1,04 
 
3.5.4.3 Incubação e leitura 
 Em outra microplaca, foram adicionadas 20 µL das amostras de tecido previamente 
diluídas, bem como o “branco” composto pelo tampão de homogeneização, ambos, também 
em duplicata. Posteriormente, foi adicionado 180 µL do reagente de Bradford em todos os 
poços da microplaca (curva, branco e amostra) com o auxílio de uma pipeta multicanal, sendo 
possível observar, após a adição do reagente, uma coloração azul. A placa foi incubada no 
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escuro por 20 minutos. Após esse período, a microplaca foi levada até o leitor (Synergy HT- 





















3.5.5 Análises das Atividades Enzimáticas 
3.5.6 Etoxiresorufina-O-deetilase (EROD) 
 A atividade da EROD foi avaliada pelo ensaio adaptado de GAGNÉ e BLAISE (1993) 
e a reação foi iniciada pela adição de NADPH, mantida por 60 min a 30ºC, e finalizada pela 
adição de 100 μL de NaOH 0.1M. A 7-hidroxiresorufina foi determinada fluorometricamente, 
utilizando filtros de 520 nm (excitação) e 590 nm (emissão). A determinação de 7- 
hidroxiresorufina nas amostras foi realizada utilizando-se uma curva padrão de calibração de 





Figura 12. Ensaio de Bradford. Microplaca contendo amostras de tecido tratadas com reagente de Bradford. A 
cor azul indica presença de proteínas (A). Leitor de microplacas utilizado para quantificar as proteínas (B). 
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3.5.6.1 Soluções de NaOH 
 Inicialmente, foi preparada uma solução de NaOH (0,2 mM), com 0,04g de NaOH 
diluídos em 50 mL de água Mili-Q. 
3.5.6.2 Solução tampão substrato 
 Em seguida, foi preparada uma solução tampão substrato, com 1,5142g de Trizma 
Base, 1,50 mL de Tween 20 diluídos em 500 mL de água Mili-Q. O pH dessa solução foi 
ajustado para 7,4. 
3.5.6.3 Solução estoque de Etoxiresorufina 
 Essa solução foi preparada com 0,006g de resorufin ethyl ether (5 mM), diluída em 5 
mL de dimetilsulfóxido (DMSO) e foi mantida sob abrigo da luz e refrigerada a 4ºC. Essa 
solução possui coloração rosa-púrpura. 
3.5.6.4 Substrato Etoxiresorufina 
 Essa solução foi preparada com 50 µL de etoxiresorufina (possui coloração laranja), 
diluída em 400 µL da solução estoque de resorufina e 40 mL da solução tampão substrato. 
Essa solução foi mantida refrigerada e protegida da luz. 
3.5.6.5 Solução de NADPH 
 Essa solução foi preparada com 25 mg de NADPH (10 mM) diluído em 30 mL em 
NaOH (0,02 mM) e foi mantida refrigerada a -20ºC. Essa solução foi preparada no dia da 
utilização. 
3.5.6.6 Preparação da curva padrão 
 Um volume de 10 µL da solução estoque de resorufin foram diluídos em 9,990 mL de 
DMSO. Em uma microplaca escura, foi preparada uma curva padrão com 5 diferentes 
concentrações: 0, 0,1; 0,015, 0,005; 0,10 nmol.mL
-1
. Seguindo-se essas concentrações, foram 
pipetadas 0, 2 µL, 5 µL, 10 µL e 20 µL da resorifina previamente diluída no DMSO. Em 
seguida, foram adicionados 50 µL, 48 µL, 45 µL, 40 µL e 30 µL do tampão de 
homogeneização.  
 Com o auxílio de uma pipeta multicanal, foram adicionados 160 µL de substrato e por 
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Tabela 9. Preparação da curva do ensaio de EROD. 
Concentrações (nmol. mL 
-1
) Resorufina (µL) Tampão homog. (µL) Substrato (µL) NADPH µL 
0 0 50 160 10 
0,1 2 48 160 10 
0, 15 5 45 160 10 
0,005 10 40 160 10 
0,10 20 30 160 10 
  
 Para cada placa foi preparada uma curva. Em cada pocinho foram pipetados 50 µL de 
amostra, 160 µL de substrato e 10 µL de NADPH. A leitura foi realizada por 1h, com 
intervalos de 15 minutos em equipamento de fluorescência (580 nm- 485nm). 
3.5.7 Dibenzilfluoresceína (DBF) 
 A atividade da DBF foi realizada de acordo com método descrito por GAGNÉ et al. 
(2007) utilizando como substrato dibenzilfluoresceína 10 µM,  incubada com uma solução de 
10 mM de NADPH em uma solução de ensaio.  
 Nesse ensaio, também preparamos uma solução de NaOH e uma solução de tampão 
substrato da mesma forma como foi realizado para o ensaio da EROD. Os demais passos são 
descritos abaixo. 
3.5.7.1 Solução estoque de DBF 
 A DBF obtida da Sigma-Aldrich possui 5 mg e vem acondicionada em um microtubo 
de 1,5 mL. Para dissolver esse conteúdo, foi adicionado 1mL de acetonitrilo diretamente ao 
microtubo, que foi mantido resfriado até o momento da utilização.  
3.5.7.2 Solução de Fluoresceína 
 Essa solução foi preparada pesando-se 0,0188 g de sal de fluoresceína, posteriormente 
diluída em 10 mL de DMSO. Essa solução foi mantida resfriada e protegida da luz até o 
momento da utilização. Seguindo-se essas concentrações, foram pipetadas 0, 2µL, 5µL, 10µL 
e 20µL da solução de fluoresceína diluída do DMSO.  
3.5.7.3 Substrato (10 µM) 
 O substrato foi preparado diluindo-se 50 µL da solução estoque de DBF em 49, 950 
mL de tampão substrato. Essa solução foi mantida resfriada e protegida da luz até o momento 
da utilização. 
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3.5.7.4 Solução de NADPH 
 Essa solução foi preparada com 25 mg de NADPH (10mM) diluído em 20 mL em 
NaOH (0,02mM) e foi mantida refrigerada a -20ºC. Essa solução foi preparada no dia da 
utilização. 
3.5.7.5 Preparação da curva padrão 
 A curva foi preparada de maneira semelhante à curva de EROD. Um volume de 10 µL 
da solução de fluoresceína foram diluídos em 9,990 mL de DMSO. Em uma microplaca 
escura, foi preparada uma curva padrão com 5 diferentes concentrações: 0, 0,01; 0,025, 0,05; 
0,10 nmol.mL
-1
. Seguindo-se essas concentrações, foram pipetadas 0, 2 µL, 5 µL, 10 µL e 20 
µL da fluoresceína previamente diluída do DMSO. Em seguida, foram adicionados 50 µL, 48 
µL, 45 µL, 40 µL e 30 µL do tampão de homogeneização (Tabela 10). 
 
Tabela 10. Preparação da curva do ensaio de DBF. 
Concentrações (nmol.mL
-1
) Fluoresceína (µL) Tampão homog. (µL) Substrato (µL) NADPH (µL) 
0 0 50 160 10 
0,01 2 48 160 10 
0, 025 5 45 160 10 
0,05 10 40 160 10 
0,1 20 30 160 10 
 
 Para cada placa foi preparada uma curva. Em cada pocinho foram pipetados 50 µL de 
amostra, 160 µL de substrato e 10 µL de NADPH. A leitura foi realizada por 1h, com 
intervalos de 15 minutos em equipamento de fluorescência (485nm- 535nm). 
 
3.5.8 Glutationa S- Transferase (GST) 
 O procedimento de determinação da atividade da GST foi adaptado de Mc FARLAND 
et al. (1999). A atividade foi analisada utilizando-se 42 mM 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno 





 proteína total. 
3.5.8.1 Solução tampão 
 A solução foi preparada diluindo-se 6,9672g de Fosfato de Potássio Dibásico Anidro 
(K2HPO4) em 400 mL de água Mili-Q (solução básica). Em seguida, foi preparada outra 
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solução com Fosfato de Potássio Monobásico (KH2PO4) em 400 mL de água Mili-Q (solução 
ácida). As duas soluções foram misturadas (a ácida na básica) e o pH foi ajustado para 6,5. 
3.5.8.2 Solução do meio de reação 
 Inicialmente, 0,02g de CDNB em 500 µL de etanol. Essa solução foi adicionado à 
uma outra contendo  0,24 g de Hepes (10 mM), 0,03g GSH (1 mM) e 0,73 g de NaCl (125 
mM) diluídos em 100 mL de água destilada. O pH foi ajustado para 6,5. 
3.5.8.3 Incubação e leitura 
 A leitura foi realizada em microplaca transparente. Para o branco, foram utilizados 20 
µL do tampão de homogeneização. Foram pipetadas 20 µL das amostras e 180 µL do meio de 
reação e a leitura foi feita imediatamente em 340 nm, em 30 minutos com intervalo de 5 
minutos a cada leitura. 
3.5.9 Glutationa Peroxidase (GPx) 
 A metodologia utilizada para determinação da GPx foi desenvolvida com base no 
método proposto por McFARLAND et al; (1999). A atividade da GPX foi medida a 340 nm 
por 5 minutos a cada 50 segundos, utilizando 1 mM hidroperóxido de cumeno como substrato. 
O decréscimo na absorbância de NADPH medido a 340 nm durante a oxidação do NADPH a 
NADP
+






3.5.9.1 Solução Tampão 
  A solução tampão foi preparada diluindo-se 3,405g de KH2PO4 (50mM), 0,0186g de 
EDTA (0,1 mM) e 0,00488g de azida sódica (0,15 mM) em 500 mL de água Mili-q (solução 
ácida). Em seguida, foram diluídos 8,71g de K2HPO4 (50 mM), 0,0372g de EDTA (0,1 mM) e 
0,00975g de azia sódica (0,15 mM) em 500 mL de água Mili-q. As duas soluções foram 
misturadas (a ácida na básica) e o pH foi ajustado para 7,0. 
3.5.9.2 Preparação do substrato 
 O substrato foi preparado com 9,7 µL de hidroperoxido de cumeno (1 mM) em 50 mL 
de solução tampão. Essa solução foi incubada e mantida a uma temperatura de 30 ºC. 
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3.5.9.3 Solução Diária 
 Essa solução tem um prazo de validade de 4h. Em um fálcon de 50 mL contendo 
solução tampão, foram adicionados 0,0461g de glutationa reduzida e 0,146g de NADPH. Essa 
solução foi agitada, incubada e mantida a 30 ºC. 
3.5.9.4 Incubação e leitura 
 A leitura foi realizada em microplaca transparente. Para o branco, foi utilizado 20 µL 
do tampão de homogeneização. Para as amostras, 20 µL de amostra, 200 µL da solução diária 
(com auxílio de multicanal) e a placa foi incubada por 2 minutos a 30 ºC. Em seguida, foram 
adicionados 50 µL do substrato e a placa foi colocada no equipamento de leitura.  A leitura 
foi realizada a 340 nm de absorbância, em 5 minutos, com intervalo de 50 segundos. 
3.5.10 Análise dos danos 
3.5.10.1 Danos em DNA 
 Os danos em DNA foram avaliados pelo ensaio de precipitação alcalina proposto por 
OLIVE (1988), utilizando fluorescência para quantificar vestígios de DNA livres (GAGNÉ; 
BLAISE, 1993). 
3.5.10.2 Solução de Sódio Dodecil Sulfato 
 Inicialmente foi preparada uma solução de Sódio Dodecil Sulfato (SDS) 2% com 
Trizma base (10 Mm), NaOH (40 Mm), EDTA (10Mm) e Sódio Dodecil Sulfato (SDS) a 2%, 
diluídos em 250 mL de água Mili-Q. A solução foi mantida em temperatura ambiente e 
protegida da luz. 
3.5.10.3 Solução de KCl 
 Posteriormente, foi preparada a solução de KCl com 0,2236g (0,012 M) de KCl 
diluído em 250 mL de água Mili-Q. Essa solução também foi mantida sob temperatura 
ambiente. 
 3.5.10.4 Solução de Hoechst 
 Essa solução foi preparada no momento da utilização. Inicialmente, foi preparada uma 
solução estoque de Hoechst (Trihidrocloreto Trihidratado 10 mg.L) diluídos em 900 µL de 
metanol. Em seguida foi preparada uma solução tampão utilizando-se NaCl (0,4M), colato de 
sódio (4 mM) e Trizma-acetato (1M), dissolvidos em 50 mL de água Mili-Q, cujo pH foi 
ajustado para 8,5 com ácido acético. 
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 A solução de trabalho de Hoechst foi então preparada com 10 µL da solução estoque 
diluído em 9,990 mL da solução tampão. 
3.5.10.5 Solução padrão de esperma de Salmão 
 Num primeiro momento, foi preparado uma solução tampão (tampão de 
homogeneização) com Trizma base-HCl (10 mM) e EDTA (1 mM) diluídos em de água 
Milli-Q, cujo pH foi ajustado para 8 com HCl. Em seguida, foram pesados 0,010 g de 
esperma de salmão, posteriormente diluído em 10 mL da solução de tampão de 
homogeneização. Ess solução foi utilizada para confeccionar a curva padrão. 
3.5.10.6 Incubação e leitura 
 Foram utilizados 25 µL das amostras de tecido previamente homogeneizadas. Cada 
microtubo de amostra recebeu 200 µL de SDS 2% e foi agitado por inversão duas vezes. Em 
seguida, os microtubos foram deixados em repouso por 1 minuto, e receberam 200 µL de 
solução de KCl. Mais uma vez, os microtubos foram agitados por inversão duas vezes.  
 Após esse processo, eles foram mantidos em banho-maria por 10 minutos, retirados e 
agitados por inversão mais duas vezes e incubados por 30 minutos a 4 ºC. Em seguida, as 
amostras foram centrifugadas a 8000g, por 5 minutos a 4ºC. Cerca de 50 µL do sobrenadante 
foram pipetados em microplaca escura (fluorescência) em duplicata, e foi adicionado 150 µL 













 A leitura foi realizada em espectrofluorímetro com agitação durante 5 minutos a 700 
rpm, e a fluorescência foi mensurada em 360 nm (excitação) e 460 nm (emissão). 
Figura 13. Microplaca escura utilizada em fluorescência. 
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3.5.11 Peroxidação Lipídica 
 A peroxidação lipídica foi analisada por meio de dois métodos: método FOX (Ferrous 
Oxidation Xylenol Orange Method) e quantificação do Malondialdeído (MDA) por HPLC/UV.  
3.5.11.1 Método FOX  
 A peroxidação lipídica foi analisada pelo método FOX (Ferrous Oxidation/ Xylenol 
Orange Method), no qual ocorre rápida oxidação do Fe
2+
, mediada por peróxidos sob 
condições ácidas e posterior formação do complexo Fe
3+
 laranja de xilenol, na presença do 
hidroxitolueno butilado, que atua como estabilizador que absorve luz a 550-571 nm (JIANG 
et al; 1991). 
3.5.11.2 Solução de Xylenol Orange 
 A solução de xilenol Orange (100 µM) foi preparada dissolvendo-se 0,0038g do 
laranja de xilenol em 1mL de metanol. Em seguida, foi preparada a solução de hidroxitolueno 
butilado (BHT- 4 mM), dissolvendo-se 0,0441g de BHT em 1 mL de metanol. Por fim, foi 
preparada a solução de sulfato ferroso (250 µM), dissolvend-se 0,0049g de sulfato ferroso 
amoniacal FeSO4.NH4 em 0,5 mL de água Mili-Q. 
 O meio de reação foi preparado no momento do uso, adicionando-se 47,375 mL de 
metanol, 1 mL da solução de laranja de xilenol, 125 µL de H2SO4, 1mL da solução de BHT e 
0,5 mL da solução de sulfato amoniacal. 
3.5.11.3 Incubação e Leitura 
 Nos microtubos contendo as amostras ainda congeladas (200 µL), foram adicionados 
800 µL do meio de reação, deixando as amostras em repouso por 20 minutos, sob temperatura 
ambiente, sendo agitados por inversão a cada 3 minutos. Em seguida, as amostras foram 
centrifugadas a 9000 g por 10 minutos, e 200 µL do sobrenadante foram pipetados, em 
duplicatas, em microplacas transparentes (Figura 14). A leitura foi realizada no leitor de 

















3.5.12 Quantificação do Malondialdeído por HPLC/UV 
 O malondialdeído é um dos principais produtos da peroxidação lipídica, e reage com o 
ácido tiobarbitúrico (TBA), formando adutos MDA- TBA. Realizamos a dosagem do MDA 
por HPLC/UV seguindo o método proposto por HONG et al; 2000. 
3.5.12.1 Homogeneização dos tecidos 
 Uma quantidade de 100 mg do tecido das brânquias e glândula digestiva foram 
homogeneizadas com solução tampão MDA/ esterase  (Tampão Tris HCL 100 mM) composto 
por solução de sacarose 250 mM, contendo 0,05% de BHT (butylated hydroxitoluene) como 
agente oxidante.  
3.15.2.2 Solução de TBA 
 Após a homogeneização, foram acrescentados 300 µL de solução de TBA, preparada 
no dia de uso com 0,04g de ácido tiobarbitúrico diluído em 10 mL de HCl  0,2 M. 
3.15.2.3 Preparação da curva 
 A curva de calibração foi preparada diluindo-se 1,65 µL de TMP 
(Tetrometoxipropano) em 1 mL de água, agitando em vórtex. Em seguida, 10 µL dessa 
solução foram diluídos em 990µL de H2O, novamente agitado em vórtex. A curva foi 






Figura 14. Microplaca do ensaio de peroxidação lipídica pelo método FOX (Ferrous Oxidation / Xylenol Orange Method). 
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Volum da solução 
estoque (µL) 
Volume de tampão 
Tris (µL) 
Volume solução de TBA 
(µL) 
0,5 5 295 300 
1,0 10 290 300 
1,5 15 285 300 
2,0 20 280 300 
2,5 25 275 300 
 
3.15.2.4 Incubação e leitura 
 As amostras foram incubadas por 40 minutos, onde adquiriram uma coloração rosada 










 Posteriormente as amostras de MDA-TBA foram extraídas com 1 mL de n-butanol e 
centifugadas por 5 minutos a 5000 rpm. Após esse processo, 700µL de sobrenadante foram e 
colocados em vials para análise. 
 Os vials foram inseridos no equipamento, que foi ajustado para injetar 20µL de 
amostra para glândulas e 10 µL para brânquias no HPLC e monitoradas à 532 nm. A fase 
móvel consistia de solução de fosfato de potássio monobásico 50 mM, pH 7, e 40% de etanol, 
bombeada 1mL/ min. O sistema consistia de duas bombas LC-20AD, um injetor SIL-20AC, 
um detector diode array SPD-M20A. Os picos foram monitorados com auxílio do programa 
LabSolutions e a coluna utilizada foi do tipo Shim-pack VP-ODS (150 x 4,6 mm) (Figura 
16B). 
Figura 15. Amostras após reação MDA-TBA apresentando coloração rosada (A) 




3.5.13 Cicloxigenase- (COX) 
 O ensaio da COX foi realizado de acordo com o protocolo de FUJIMOTO et al; 
(2005) baseado na taxa de oxidação do 2,7-dichlorofluoresceina na presença de peroxidase 
horseradish e ácido aracdônico.  
 3.5.13.1 Solução Tampão Fosfato de Potássio 
 Essa solução foi preparada com 0,6805g de KH2PO4 (50 mM) em 90 mL de água 
destilada. O pH foi ajustado para 8 e completado com 100 mL de água, mantido a 4 ºC. 
3.5.13.2 Solução de Ácido Aracdônico 
 Uma massa de 10 mg de ácido aracdônico foi diluída em 5,4 ml de DMSO. Para 
estocagem foram preparadas alíquotas de 500 µL, estocadas a -20ºC. 
3.5.13.3 Solução de hematina 
 Essa solução possui uma concentração de 5 mg.mL
-1
. Uma massa de 0,025 g de 
hematina foi diluída em 5 mL de DMSO e as alíquotas foram estocadas em – 80ºC. 
3.5.13.4 Solução do Tampão de Ensaio 
 Essa solução foi preparada com 0,6055 g de trizma base (50 mM), 0,0226g de EDTA 
(0,5 mM), 100 µL de Tween 20 (0,1%), 13 µL da solução estoque de hematina (10 µM) em 
100 mL de água destilada. O pH foi ajustado para 8 com auxílio de ácido acético a 20%.  
3.5.13.5 Solução Estoque de Dichlorofluoresceína diacetato (DCFH-DA) 
 Essa solução foi preparada com 0,0245 g de DCFH-DA em 5 mL de DMSO.Alíquotas 
de 150 µL foram preparadas e armazenadas em -20ºC. 
Figura 16. HPLC/UV utilizado nas análises de MDA (A). Coluna utilizada nas análises de MDA (B). 
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3.5.13.6 Solução Estoque de Peroxidase  
 Uma massa de 10 mg de peroxidase foi dissolvida em 2 mL de 0.1 M de KH2PO4 e o 
pH foi ajustado para 6. Alíquotas de 100 µL foram preparadas e estocadas a -20º C. 
3.5.13.7 Solução de Trabalho 10x DCFH-DA/Peroxidase 
 Um volume de 100 µL da solução estoque de DCFH-DA e de 20 µL do estoque de 
peroxidase foram adicionados em 9,88 mL de tampão fosfato de potássio (50 mM) ajustado 
com pH 8. Essa solução tem prazo de validade de 3h. 
3.5.13.8 Procedimento 
 Numa microplaca de cor escura foram pipetados 25 µL das amostras de brânquias ou 
glândulas digestivas, 25 µL do tampão de homogeneização, 150 µL do tampão de ensaio, 4 
µL do ácido aracdônico e 20 µL de 10x DCFH-DA/Peroxidase. 
3.5.13.9 Incubação e leitura 
 A microplaca foi introduzida no leitor e agitada durante alguns segundos. Em seguida, 
foi incubada em temperatura ambiente e fluorescência foi medida em 485 nm (excitação) e 
530 nm (emissão) a cada 5 minutos, durante 30 minutos (0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30). 
3.5.14 Acetil -colinesterase (AChE) 
  As análises de colinesterase foram realizadas de acordo com o método de ELLMAN et 
al; (1961), que consiste na detecção  do 2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina e o 5-tio-
nitrobenzoato formados pela reação entre tiocolina (formado pela hidrólise da acetiltiocolina 
pela acetilcolinesterase) e o ácido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzóico (DTNB). A variação da 
absorbância por minuto foi realizada a 412 nm, em temperatura de 25 ºC, registrada em um 
espectrofotômetro. O produto da reação, íon nitrotiobenzoato (NTB), foi quantificado 
utilizando-se um (ε) de 1.36 x 10
4
. Os resultados foram expressos em nmol de NTB por 
minuto por miligrama de proteína. 
3.5.14.1 Solução Tampão Fosfato 
 Inicialmente, foi preparado o tampão fosfato. Foram pesados 6,972g de K2HPO4 e 
dissolver em 400 mL de água Mili-q (solução básica). Em seguida, foram pesados 5,443g de 
KH2PO4 e também foi dissolvido em 400 mL de água Mili-q (solução ácida). Em um outro 
recipiente, a solução ácida foi misturada à solução básica e o pH foi ajustado para 7,5. 
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3.5.14.2 Solução DTNB 
 Cerca de 0,0042g de DTNB foram diluídos em 500 µL de metanol. Em seguida, foram 
adicionados 13,4 mL de tampão fosfato de potássio e a solução resultando foi armazenada em 
eppendorfes que foram mantidos no escuro até o momento da utilização.  
3.5.14.3 Solução Iodeto de Acetilcolina 
 Essa solução foi preparada diluindo-se 0,161g de Iodeto de Acetilcolina em 60mL de 
tampão fostato. A solução foi mantida a 25ºC. 
3.5.14.4  Incubação e Leitura 
 As análises foram realizadas em microplacas transparentes. Na análise das brânquias, 
foram pipetados 40 µL de amostra, e posteriormente 130 µL de solução de DTNB (com 
auxílio de multicanal), finalizando com 50 µL de solução iodeto de acetilcolina. Na análise 
das glândulas, foram pipetados 20 µL da amostra, seguindo-se por 130 µL de solução de 
DTNB e 50 µL de solução de iodeto de acetilcolina. A leitura foi realizada ajustando-se a 
cinética do equipamento para 7 minutos, com menor intervalo de leitura possível. 
3.5.15 Avaliação do Risco Ambiental 
 O quociente de risco (QR) foi calculado pela relação MEC/PNEC, no qual foram 
estabelecidos diferentes níveis de risco (“baixo risco” de 0,01 a 0,1; “médio risco” de 0,1 a 1 e 
“alto risco” acima de 1), de acordo com a proposta da União Europeia (SÁNCHEZ-BAYO et 
al; 2002; HERNANDO et al; 2006). 
3.5.16 Análise estatística 
 Nos ensaios de fertilização, foi estabelecida a concentração que causa inibição da 
fertilização a 50% dos ovócitos avaliados (CE50) através do método de Trimmed Spearman-
Karber. Já nos ensaios de desenvolvimento embriolarval, foi estabelecida a maior 
concentração onde não foram detectados efeitos biológicos (CENO – Concentração de Efeito 
Não Observado) e as menores concentrações que causaram efeito (CEO) em cada ensaio. 
Também foram estimados os valores de CI50 pelo Método de Interpolação Linear, com o 
programa ICPin da USEPA. Em todos os ensaios, as diferenças estatísticas foram 
consideradas significativas quando p ≤ 0.05.  
 A normalidade dos dados foi analisada pelo teste Chi-quadrado (x²) e a 
homogeneidade das variâncias foram feitas pelo teste de Bartlett. As concentrações 
estatisticamente diferentes ao controle, e a diferença entre os tempos em todos os ensaios 
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foram analisadas pelo teste de análise de variância de 2 fatores (two- way ANOVA), seguida 
























4.1 TIER 0- Análises químicas 
 O fármaco Diclofenaco foi quantificado apenas no ponto de amostragem 4S, cuja 
concentração encontrada foi de 20 ng.L
-1
 Nos demais pontos de amostragem, o fármaco ficou 
abaixo do limite de quantificação (LQ) não sendo possível obter as concentrações exatas do 
composto nessas regiões. 
 
4.2 TIER I- Ensaios ecotoxicológicos 
4.2.1 Sensibilidade dos organismos 
 Ao todo, foram realizados três ensaios de sensibilidade visando avaliar a sensibilidade 
do lote de organismos e a aplicabilidade deles nos demais ensaios realizados. Os resultados 
estão dentro do intervalo de concentrações registrados na literatura (Simm, 2009; Cortez, 
2011), identificando a viabilidade dos organismos nos ensaios (Tabela 12). 
 
Tabela 12. Ensaio de sensibilidade com DSS para o organismo Perna perna. 
Dodecil Sulfato de Sódio (DSS) 




1,25 mg/L-1 (1,19 – 1,31 mg.L-1) 
1,01 mg/ L-1  (0,97 – 1,03 mg.L-1) 
1,09 mg/ L-1  (1,07 – 1,11 mg.L-1) 
 
4.2.2 Análises físico-químicas 
 Análise físico-químicas (pH, oxigênio dissolvido e  a salinidade) foram monitoradas, 
pois esses parâmetros são de grande importância para o desenvolvimento dos métodos 
utilizados. Cada parâmetro foi medido no início e final do experimento, e os resultados 
obtidos mantiveram-se dentro dos valores considerados adequados, corroborando com estudos 
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) Salinidade (ppm) 
Inicial             Final Inicial             Final Inicial           Final 
Diclofenaco 8,23                 8,0 6,6                   6,1 35                  35 
Mili-Q       8,16       4,8                          36                  
 
4.2.3 Ensaio de Fertilização 
 No ensaio de fertilização foi avaliada a toxicidade aguda do Diclofenaco. Apenas a 
concentração de 31,25 mg.L
-1
 não apresentou significativa inibição da taxa de fertilização em 
relação ao controle (p>0,05) (Figura 17), valor esse, portanto, definido como a CENO. A 
CEO obtida correspondeu ao valor de 62,5 mg.L
-1












































































Figura 17. Inibição da taxa de fertilização provocada pelo fármaco Diclofenaco. Os asteriscos (*) indicam as 
concentrações que apresentaram taxas de inibição significativamente diferente do controle. 
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Tabela 14. Concentrações de efeito obtidas no ensaio de fertilização (toxicidade aguda). As concentrações 
encontram em mg.L-1. 
CENO CEO CE50 LC Inf. LC Sup 
31,25 62,5 388,52 365,29 413,24 
 
4.3 TIER II- Ensaio crônico (reprodução) e respostas subletais  
4.3.1 Ensaio embriolarval 
 No ensaio embriolarval foi avaliada a toxicidade crônica do Diclofenaco. Apenas a 
concentração de 100 mg.L
-1
 apresentou taxa de desenvolvimento embriolarval 
















Figura 18. Inibição do desenvolvimento embriolarval provocado pelo fármaco Diclofenaco. Os asteriscos (*) 
indicam as concentrações que apresentaram taxas de inibição significativamente diferente do controle. 
 
 Larvas mal desenvolvidas apresentaram forma irregular, extrusão do conteúdo interno 
da concha ou ainda acúmulo irregular de células (Figura 19), principalmente na concentração 
de 100 mg. Formações semelhantes foram observadas na concentração de 10 mg.L
-1
, mas não 
foi possível observar uma diferença significativa em relação ao controle (p>0,05), portanto 
essa concentração correspondeu a CENO.  A CEO obtida foi de 100 mg.L
-
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) com intervalo de confiança de 95% 
(Tabela 15).  
 
Tabela 15. Concentrações de efeito obtidas no ensaio embriolarval (toxicidade crônica). As concentrações 
encontram em mg.L-1. 
CENO CEO CI50 LC Inf. LC Sup 
10 100 18,04 16,28 19,98 
 
4.3.2 Biomarcadores 
4.3.2.1 Etoxiresorufina-O-deetilase (EROD) 
 A atividade da EROD foi medida nas brânquias e glândulas do Perna perna e os 
resultados obtidos podem ser observados na Figura 20. No tecido das brânquias, apenas a 
concentração de 200 ng. L
-1
 apresentou diferença significativa em relação ao controle no 
tempo de 96h (p<0,05). Também é possível notar que para essa mesma concentração houve 
uma diferença significativa na atividade enzimática entre os tempos analisados (p<0,05), 
sendo possível notar uma diminuição da atividade enzimática no tempo de 96h em relação ao 
tempo de 48h. 
 No tecido das glândulas digestivas, entretanto, não foi observada nenhuma diferença 
significa entre as concentrações e o controle ou entre os tempos (p>0,05). 
 
 
Figura 19. Larvas anormais encontradas no ensaio embriolarval. Detalhe para conchas vazias e larvas disformes 
(A). Aglomerado de células (B). 











4.3.2.2 Dibenzilfluoresceína – (DBF) 
 A atividade da DBF medida nas glândulas digestivas pode ser observada na Figura 21. 
Nenhuma diferença significativa foi observada entre as concentrações e o controle ou entre os 




















































































Figura 20. Atividade da EROD medida no tecido das brânquias e glândula difestiva no mexilhão Perna perna. A letra “a” 
indica diferença significativa entre a concentração testada e o controle, dentro de tempo específico. A letra “b” indica diferença 
significativa entre os tempos de 48h e 96h, numa concentração específica. p<0,05. 
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4.3.2.3 Glutationa- S- tranferase (GST) 
 Os resultados obtidos para as análises da atividade da GST no tecido das brânquias e 
glândula digestiva encontram-se na Figura 22. No tecido das brânquias, todas as 
concentrações testadas apresentaram diferença significativa do controle no tempo de 48h 
(p<0,05), enquanto no tempo de 96h, apenas a concentração de 2000 ng.L
-1
 apresentou 
diferença significativa em relação ao controle (p<0,05). Além disso, também é possível notar 
que entre os tempos, houve uma diferença significativa entre os controles e a concentração de 
2000ng.L
-1
 (p<0,05), sendo possível notar uma diminuição da atividade enzimática nessas 
situações. 
 No tecido das glândulas digestivas, a atividade enzimática medida apresentou 
diferença significativa entre os tempos, tanto para o controle quanto para todas as 
concentrações testadas (p<0,05), sendo possível notar um ligeiro aumento na atividade da 












Figura 22. Atividade da GST medida no tecido das brânquias e glândula digestiva no mexilhão Perna perna. A 
letra “a” indica diferença significativa entre a concentração testada e o controle, dentro de tempo específico. A 
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4.3.2.4 Glutationa Peroxidase (GPx) 
 Os resultados obtidos para as análises da atividade da GPx nas brânquias e glândulas 
digestivas encontram-se na Figura 23. No tecido das brânquias, é possível observar uma 
diminuição da atividade enzimática na concentração de 200 ng. L
-1
 em relação ao controle no 
tempo de 48h, bem como uma diminuição significativa na concentração de 2000 ng.L
-1
 em 
relação ao controle no tempo de 96h (p<0,05), mas entre os tempos analisados não foi 
observado nenhuma diferença significativa (p>0,05). 
 No tecido das glândulas, contudo, não foi observada nenhuma diferença significativa 










4.3.2.5 Danos em DNA 
 Os resultados obtidos na avaliação dos danos em DNA nos tecidos das brânquias e 
glândula digestiva podem ser observados na Figura 24. No tecido das brânquias, as 
concentrações de 200 ng.L
-1
 e de 2000 ng.L
-1
 apresentou diferença significativa em relação ao 
controle no tempo de 48h (p<0,05) sendo possível observar uma diminuição no dano. Além 













































Figura 23. Atividade da GPx medida no tecido das brânquias e glândula digestiva do mexilhão Perna perna.  A 
letra “a” indica diferença significativa entre a concentração testada e o controle, dentro de tempo específico. A 
letra “b” indica diferença significativa entre os tempos de 48h e 96h, numa concentração específica. p<0,05. 
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tempos tanto para o controle, quanto para a concentração ambiental de 20 ng.L
-1
, indicando 
redução do dano. 
 Entretanto, no tecido da glândula digestiva apenas a concentração de 2000 ng.L
-1
 foi 
significativamente diferente do controle no tempo de 48h (p<0,05). Não houve nenhuma 
diferença significativa entre os tempos (p>0,05). 









Figura 24. Danos em DNA observados nas brânquias e glândula digestiva no mexilhão Perna perna. A letra “a” 
indica diferença significativa entre a concentração testada e o controle, dentro de tempo específico. A letra “b” 
indica diferença significativa entre os tempos de 48h e 96h, numa concentração específica. p<0,05. 
 
4.3.2.6 Lipoperoxidação- FOX 
 Os resultados obtidos pela análise de hidroperóxidos nas brânquias e glândula 
digestiva encontram-se na Figura 25. Nenhuma diferença significativa foi observada no tecido 
das brânquias (p>0,05). Já no tecido das glândulas, apenas a concentração de 2000 ng. L
-1
 
apresentou diferença signiticativa em relação ao controle no tempo de 48h (p<0,05), mas 




































































4.3.2.7 Lipoperoxidação- MDA 
 Os resultados obtidos no ensaio de lipoperoxidação pela quantificação do MDA 
medido no tecido das brânquias e glândula digestiva são apresentados na Figura 26. No tecido 
das brânquias, as concentrações 200 ng.L
-1
 e 2000 ng.L
-1
 apresentaram diferença significativa 
em relação ao controle no tempo de 48h e no tempo de 96h (p<0,05). Além disso, é possível 
notar que tanto o controle quanto a concentração de 20 ng.L
-1
 apresentaram diferenças 
significativas entre os tempos (p<0,05). 
 No tecido das glândulas, apenas a concentração de 200 ng.L
-1
 no tempo de 96h 
apresentou diferença significativa em relação ao controle (p<0,05). Além disso, é possível 
observar que houve diferença significativa na quantificação do MDA no controle, e nas 
concentrações de 20ng.L
-1
 e 2000 ng.L
-1































































Figura 25. Lipoperoxidação nas brânquias e glândula digestiva no mexilhão Perna perna pelo método FOX. A 
letra “a” indica diferença significativa entre a concentração testada e o controle, dentro de tempo específico. A 
letra “b” indica diferença significativa entre os tempos de 48h e 96h, numa concentração específica. p<0,05. 
 










4.3.2.8 Ensaio de Citotoxicidade (Tempo de Retenção do Corante Vermelho Neutro- 
TRCVN) 
 O ensaio TRCVN avaliou a citotoxicidade do Diclofenaco sobre a estabilidade da 
membrana lisossômica do Perna perna. Não houve diferença significativa entre o tratamento 
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Figura 26. Lipoperoxidação nos tecidos das brânquias e glândula digestiva pelo método MDA. A letra “a” indica diferença 
significativa entre a concentração testada e o controle, dentro de tempo específico. A letra “b” indica diferença significativa 
entre os tempos de 48h e 96h, numa concentração específica. p<0,05. 
 
Figura 27.  Comparação entre o TRCVN no T0 e nos controles dos tempos de exposição de T 48h e T 96h. 
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 Todas as concentrações testadas apresentaram diminuição no tempo de retenção do 
corante em relação ao controle no tempo de exposição de 48h (p <0,05). Já quanto no tempo 





significativamente em relação ao controle (p <0,05) (Figura 28).  
 Na exposição de 48h não foi possível obter valor de CENO e a CEO encontrada 
possui o mesmo valor da concentração ambiental (20 ng.L
-1
). Já na exposição de 96h, obteve-
se uma CEO de 200 ng. L
-1
 e uma CENO de 20 ng. L
-1
 (Tabela 16). 
 
Tabela 16. Concentrações de efeito obtidas no ensaio do TRCVN (citotoxicidade). As concentrações encontram-
se em ng.L-1 
                  CENO           CEO 
T 48h         <20 20 
















Figura 28. Tempo médio de retenção do corante vermelho neutro nos tempo de exposição T 48h (A) e T96 h (B). 
Os asteriscos (*) indicam as concentrações que apresentaram tempo médio de retenção significativamente menor 
do que o controle (p< 0,05). 
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4.3.2.9 Acetil-colinesterase (AChE)   
 Os resultados obtidos para as análises de AChE são mostrados na Figura 29. No tecido 
das brânquias foi observado um aumento significativo da atividade da Ache na concentração 
de 2000 ng.L
-1
 em relação ao controle, no tempo de 48h (p<0,05). Nessa mesma concentração, 
também é possível observar que há uma diferença significativa da atividade enzimática entre 
os tempos (p<0,05). 
 Já para o tecido das glândulas, nenhuma diferença significativa foi observada entre as 











Figura 29. Atividade da AChE medida no tecido das brânquias e glândula digestiva no mexilhão Perna perna. 
A letra “a” indica diferença significativa entre a concentração testada e o controle, dentro de tempo específico. A 
letra “b” indica diferença significativa entre os tempos de 48h e 96h, numa concentração específica. p<0,05. 
 
4.3.2.10 Cicloxigenase- (COX) 
 Os resultados obtidos para as análises de COX encontram-se na Figura 30. No tecido 
das brânquias, houve uma diminuição significativa da atividade enzimática nas concentrações 
de 20 ng.L
-1
 e 200 ng.L
-1
 em relação ao controle no tempo de 48h (p<0,05). Já no tempo de 
96h, essa inibição ocorre a partir da concentração de 200 ng.L
-1
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que entre os tempos, há uma diminuição significativa da atividade enzimática para o controle, 
e as concentrações de 200 ng.L
-1
 e 2000 ng.L
-1
 (p<0,05). 
 No tecido das glândula, não foi registrada nenhuma alteração da atividade enzimática 
no tempo de 48h. Já no tempo de 96h, apenas a concentração de 200 ng.L-1 apresentou uma 
atividade significativamente maior que o controle (p<0,05). Entretanto, se compararmos a 
atividade enzimática entre os tempos, é possível notar que o controle do tempo de 96h 












4.4 Classificação das substâncias de acordo com diretiva européia 93/67/EEC 
 Essa classificação não leva em consideração a concentração ambiental do composto, 
portanto, a toxicidade do Diclofenaco foi determinada com base nos valores de CE50 obtidos 
nos ensaios de fertilização, embriolarval e citotoxicidade (TRCVN).  
 No ensaio de fertilização, a CE50 obtida (388,52 mg.L
-1
) está fora do nível máximo de 
classificação, que é de 100 mg.L
-1
, e indica que o Diclofenaco é uma substância não tóxica. 
Entretanto, ao se analisarem os dados obtidos no ensaio embriolarval, a CI50 (18,92 mg.L
-1
 ) 
indica que o Diclofenaco pode ser classificado como potencialmente tóxico aos organismos 
























































Figura 30. Atividade da COX nos tecidos das brânquias e glândula digestiva no mexilhão Perna perna. A letra 
“a” indica diferença significativa entre a concentração testada e o controle, dentro de tempo específico. A letra “b” 
indica diferença significativa entre os tempos de 48h e 96h, numa concentração específica. p<0,05. 
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(em nível celular), ensaio de citotoxicidade (TRCVN), percebe-se que o fármaco estudado 
passa a ser classificado como extremamente tóxico aos organismos aquáticos. Este método, 
por ser mais sensível, apresentou um valor de CENO (20 ng.L
-1
), valor este, menor do que o 
valor mínimo estipulado pela Diretiva, o que indica uma alta toxicidade do fármaco (Tabela 
17). 
 
Tabela 17. Classificação da toxicidade do Diclofenaco obtida em cada ensaio. 
























Fertilização      
Embriolarval      
Citotoxicidade      
 
4.5 Avaliação do risco ambiental- EMEA 
 O cálculo do quociente de risco (QR) foi estipulado pela razão entre a MEC e as 
PNECs obtidas em cada ensaio. No ensaio de fertilização (agudo) a PNEC foi calculada 
utilizando-se a CI50 e fator de avaliação 1000, enquanto no ensaio embriolarval (crônico) foi 
utilizado o valor de CENO e fator de avaliação 100. (Tabela 18). Não foi possível obter 
CENO para o ensaio de citotoxicidade (TRCVN) no tempo de 48h, portanto, o calculo do 
risco foi realizado com base no valor de CENO obtidos para o ensaio de 96h. 
 


















Fertilização 0,00002 388,52 --- 0,38852 0,0000514774 baixo 
Embriolarval 0,00002 --- 10 0,1 0,0002 baixo 













 As concentrações de Diclofenaco encontradas no ambiente podem depender da 
farmacocinética do composto, dos processos de degradação e do consumo anual do 
medicamento (ZHANG; GEIBEN, 2008; COLAÇO, 2013). Entretanto, como no Brasil o 
Diclofenaco é distribuído gratuitamente pelo Sistema Único de Saúde (SUS) e vendido sem a 
necessidade de receita médica, é difícil obter informações concretas sobre os reais volumes de 
consumo e liberação desse fármaco. 
 O Diclofenaco foi detectado em todas as amostras coletadas, mas a quantificação do 
composto só foi possível no ponto 4S (20 ng.L
-1
), estação amostral localizada em uma área 
conhecida como "campo próximo" na área de influência do emissário sendo caracterizada por 
uma intensa mistura do efluente com a água (BAPTISTELLI, 2008). Como os efluentes 
domésticos possuem uma densidade semelhante à da água doce (menor que da água do mar) e 
apresentam um empuxo positivo, acredita-se que essas características possam ter contribuindo 
para que uma maior concentração de Diclofenaco fosse encontrada na superfície dessa região 
(GREGORIO, 2009).  
 Apesar de ter uma meia vida curta (< 24h), o Diclofenaco é considerado um 
contaminante pseudopersistente devido ao seu contínuo lançamento no ambiente, e às baixas 
taxas de remoção que variam entre 10% a 39% (HERNANDO et al; 2006), pois os processos 
convencionais a que são submetidos os esgotos domésticos, baseados na degradação biológica 
dos contaminantes, não são eficientes para a completa remoção de fármacos residuais 
(SANTOS et al; 2010). Dessa forma, novas tecnologias empregadas recentemente vêm 
apresentando bons resultados na remoção de compostos farmacêuticos do ambiente, tais como 
filtros biológicos (97,48% de remoção), carvão ativado (85% de remoção) (ERBA et al; 
2012) e ozonização (90% a 96% de remoção) (Ternes et al; 2003). Entretanto, o efluente que 
chega ao Emissário Submarino de Santos recebe apenas pré-condicionamento, onde passam 
por um gradeamento, peneiramento para remoção dos sólidos e cloração (HORTELLANI et 
al; 2008).  
 Dados sobre a presença de compostos farmacêuticos no ambiente marinho ainda são 
escassos e pouco se sabe sobre os efeitos adversos do Diclofenaco em organismos que 
habitam regiões costeiras. Alguns estudos realizados na Europa verificaram baixas 
concentrações de Diclofenaco no ambiente, tais como 4ng.L
-1
,  no Mar Mediterrâneo (GROS 
et al; 2012), 1500 ng.L
-1
 na França (TOGOLA; BUDZINSKI, 2008) e  241 ng.L
-1
 na costa 
norte Portuguesa (LOLIC et al; 2015), na mesma ordem de grandeza encontrada no estuário 
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de Santos (19,4 ng.L
-1
). Grande parte dos estudos vêm avaliando a toxicidade aguda do 
Diclofenaco em ambientes de água doce, e distintos valores de CE50 foram obtidos, tais como 
5,3 mg.L
-1 
 para Danio rerio (VAN DEN BHANDHOF et al; 2010) 57,1 mg.L
-1 
para Vibrio 
fischeri (SCHIMDIT et al; 2011),  68 mg.L
-1 
para Daphnia magna  (CLEUVERS, 2003; 
2004).  Em nosso estudo, a toxicidade aguda foi avaliada por meio de ensaios de fertilização, 
e todas as concentrações testadas apresentaram diferença significativa em relação ao controle. 
Tais resultados em um primeiro momento indicam que o Diclofenaco está causando efeito, 
entretanto, é importante ressaltar que as concentrações testadas encontram-se na ordem de 
grandeza de mg.L
-1
, ou seja, muito superiores as concentrações medidas no ambiente (MEC), 
logo, os efeitos agudos, no ambiente, são improváveis de ocorrer (CLEUVERS, 2004; 
QUINN et al; 2011).   
 Resultados semelhantes foram encontrados por FERRARI et al; (2003; 2004), que ao 
avaliar a influência do Diclofenaco sobre a luminescência de bactérias, crescimento de algas 
de mortalidade de Daphnia também observou uma baixa toxicidade aguda para o composto.  
 Estudos pretéritos têm demonstrado alguns efeitos do Diclofenaco sobre a biota, tais 
como modificações citológica em fígado e rins de peixes Oncorhynchus mykiss 
(TRIEBSKORN et al; 2004); alterações no sistema imune de trutas Salmo trutta (Hoeger et 
al; 2005); diminuição na população de abutres (ARNOLD et al; 2013) além de mortalidade e 
inibição de crescimento em plantas aquáticas Lemna minor (CLEUVERS, 2003) e alterações 
genotóxicas em peixes Oryzas latipes (HONG et al; 2007). Estudos como esses reforçam a 
importância da ecotoxicologia como uma importante ferramenta na avaliação desses 
compostos pela sua capacidade de integrar os efeitos de misturas complexas e interações 
contaminantes- (fatores abióticos) sobre os organismos (USEPA, 2002). 
 Como a descarga de Diclofenaco no ambiente ocorre de modo contínuo, os 
organismos estão constantemente expostos a esse contaminante (SCHWAIGER et al; 2004). 
Logo, podemos considerar que as avaliações ecotoxicológicas dos efeitos crônicos e subletais 
são mais adequadas para avaliar os efetivos riscos ambientais desse composto, pois 
representam as condições de exposição mais próximas da realidade (HERNANDO et al; 
2006). 
 Em nosso estudo, a CI50 obtida apresenta um valor de 18,04 mg.L
-1
, valor próximo das 
concentrações que provocaram alterações nos batimentos cardíacos, coloração e rertardo no 
crescimento em embrioes de peixes Danio rerio (Hallare et al; 2004). ERICSON et al; (2010) 
observou que concentrações a partir de 10 mg.L
-1
 de Diclofenaco podem alterar a força do 
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bisso, o crescimento, podendo até causar a morte em bivalves da espécie Mytilus edulis 
trossulus. Mais recentemente, SCHIMDT et al; (2013) observaram que o Diclofenaco pode 
causar alterações no sistema imune, bem como causar  estresse oxidativo significativo em 
mexilhões Mytilus sp. Já nos estudos realizados por FABBRI et al; (2014), mostraram que 
concentrações ainda mais baixas (10 ng.L
-1
) podem causar alterações no desenvolvimento 
larval de bivalves Mytilus galloprovincialis, sugerindo que os estágios iniciais de vida são 
particularmente afetados por esse composto. 
 O fato de o ensaio embriolarval ter se mostrado mais sensível do que o de fertilização 
pode ser explicada pelo tempo de exposição e pelo nível de organização avaliado.  Enquanto 
os espermatozóides são células diferenciadas, os embriões ainda não passaram pelo processo 
de diferenciação e estão em constante divisão, o que os torna mais susceptíveis aos efeitos 
negativos de xenobióticos (MANZO et al; 2006) e uma vez que a desova ocorra num 
ambiente contaminado e que está recebendo poluentes de maneira contínua, as concentrações 
de efeito podem ser ainda menores do que as testadas nesse estudo. 
 Poluentes orgânicos, como os fármacos, são compostos envolvidos na produção de 
espécies reativas de oxigênio (EROs), sendo capazes de causar efeitos adversos em ambos 
organismos alvo e não-alvo, além alterar o estado oxidativo das células durante o 
metabolismo de xenobióticos (MARTÍN-DIAZ et al; 2009; AGUIRREZ-MARTINEZ;  
MARTÍN-DIAZ, 2013). EROs são produzidos por uma série de compostos químicos, tais 
como fármacos anti-inflamatórios durante o metabolismo celular, devido, principalmente, as 
reações de oxidação desse medicamento, formando produtos reativos capazes de induzir 
estresse oxidativo (GOMEZ-OLIVAN et al; 2013), levando à oxidação de proteínas e lipídeos, 
alterações na expressão de genes, danos em DNA e inativação de enzimas, principalmente 
quando as defesas antioxidantes estão debilitadas ou sobrepostas (DINIZ et al; 2015). 
 A análise dos efeitos tóxicos causados por determinados contaminantes deve levar em 
consideração não somente o tempo de exposição a esse contaminante, mas também a rota de 
exposição. Em geral, brânquias e glândulas digestivas são os principais sítios de 
biotransformação de xenobióticos e geração de enzimas oxi-radicais, sendo que as glândulas 
destacam-se como principal local de biotransformação de xenobióticos, por possuir as 
principais enzimas de detoxificação (IRATO, 2007; AGUIRREZ-MATINEZ; MARTIN-
DIAZ, 2013). Entretanto, em nosso estudo, as brânquias foram os órgãos mais responsivos e 
com atividade mais pronunciada na exposição realizada em 48h. Isso pode estar relacionado 
ao fato de as brânquias serem os primeiros órgãos a entrar em contato com o contaminante 
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ambiental, fato que pode desencadear uma série de reações que visam proteger o organismo 
dos efeitos tóxicos de xenobióticos presentes no ambiente aquático (GONZALEZ-REY; 
BEBIANNO, 2014). 
 A biotransformação de substância exógenas, como os fármacos, ocorre principalmente 
pela mediação de enzimas da família do citocromo P450, que na fase I do metabolismo são 
capazes de converter esses xenobióticos, muitas vezes lipofílicos, em substâncias mais 
facilmente excretáveis (GAGNÉ et al; 2007). Muitos autores registraram que a indução das 
enzimas EROD e DBF está diretamente associada a esses processos de biotransformação, e 
que isso também pode ocorrer em moluscos (BINELLI et al; 2009, 2014; LOPES et al; 2012).  
 Em nosso estudo, a única concentração capaz de alterar a atividade da EROD foi a de 
200ng. L
-1
, mas houve uma inibição da atividade enzimática no tempo de 96h no tecido das 
brânquias. Esses resultados se assemelham aos encontrados por FALFUSHYNKA et al; 
(2014), que também observou uma redução da atividade enzimática em mexilhões expostos 
ao anti-inflamatório Ibuprofeno. Essa inibição da atividade da EROD em organismos 
expostos ao Diclofenaco também foi observada por LAVILLE et al; (2004) ao expor trutas 
Onchorynchus mykiss ao fármaco, sugerindo que há uma interação específica entre o 
Diclofenaco ou seus metabólitos e essa enzima, mas que tal interação aparentemente não está 
relacionada a processos de citotoxicidade, fato que torna relevante a utilização de CYP1A - 
like proteins) como biomarcador de poluição aquática por fármacos. 
 As atividades da GPx e da GST também foram inibidas na presença do Diclofenaco, 
sendo esse fenômeno mais perceptível no tecido das brânquias, enquanto nas glândulas, 
apenas a GST apresentou-se alterada, havendo um leve aumento da atividade entre os tempos, 
mas sem diferença significativa entre as concentrações e o controle. Em bivalves, a GST 
representa a principal enzima de conjugação (GAGNÉ et al; 2007),  e desempenha importante 
papel na fase II do metabolismo de xenobióticos, principalmente na glândula digestiva, 
enquanto nas brânquias, ela desempenha um comportamento prevalentemente antioxidante 
(MANDUZIO et al; 2004).   
 Essa redução na atividade dessas enzimas antioxidantes observadas em nosso trabalho, 
corrobora com os resultados obtidos por SCHIMDT et al; (2013), onde mexilhões Mytillus sp 
expostos ao fármaco apresentaram significativa redução na atividade do sistema antioxidante 
quando expostos a concentrações de 1µl.L
-1
 e 1000 µl.L
-1
. Ainda, de acordo com o mesmo 
autor, essa redução nos níveis de GST confirma o potencial do Diclofenaco em induzir 
estresse oxidativo.  
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 Estudos realizados por GUILOSKI et al; (2015) com peixes Hopilas malabaricus 
expostos ao Diclofenaco também apresentaram redução na atividade da GST em todas as 




 e 20 µg.Kg
-1
), sugerindo que o processo de 
biotransformação foi inibido. 
 A GPx é responsável por catalisar a redução de peróxido de hidrogênio e peróxidos 
lipídicos e uma redução em sua atividade pode indicar que a capacidade antioxidante foi 
suprimida, favorecendo a ocorrência de processos de peroxidação lipídica (LU et al; 2013). 
Nossos resultados apontam uma diminuição da atividade da GPx a partir da concentração de 
200 ng.L
-1
 no tempo de 48h e 2000 ng.L-1 no tempo de 96h. Essa capacidade do Diclofenaco 
em inibir a atividade da GPx também foi relatada por estudos realizados em peixes Cyprinus 
carpio (SANJUAN-REYES et al; 2013) e Hopilas malabaricus (GUILOSKI et al; 2015), e 
ambos autores acreditam que essa inibição das defesas antioxidantes podem levar ao estresse 
oxidativo. 
 Mesmo que os mexihões sejam capazes de usar ambas as enzimas da fase I e fase II 
para biotransformar xenobióticos orgânicos, essas enzimas não são tão eficientes como nos 
vertebrados (GONZALEZ-REY; BEBIANNO, 2012). Dessa forma, a inibição da atividade 
das enzimas antioxidantes pode provocar danos no organismo, tais como quebras no DNA e 
lipoperoxidação (LPO) (QUINN et al; 2011).  
 Em nosso estudo, houve uma redução do dano no tecido das brânquias a partir da 
concentração de 200 ng.L
-1
 no tempo de 48h. Esse fenômeno pode sugerir um comportamento 
de recuperação ao Diclofenaco (SCHIMIDT et al;2013). Nos estudos realizados por CHING 
et al; (2001), observa-se que um sistema de reparo do DNA pode ser ativado após o mexilhão 
acumular concentrações suficientes de toxicantes abaixo de um limiar específico que 
possibilita o mecanismo de reparo. 
 A genotoxicidade foi observada apenas no tecido das glândulas expostas à 2000 ng.L
-1
 
no tempo de 48h. Esses resultados corroboram com outros trabalhos realizados em mexilhões 
M. galloprovincialis onde PAROLINI et al; (2009) também observaram que o anti-
inflamatório é capaz de causar danos em DNA. RIBAS et al; (2016) também registraram 
ocorrência de danos em peixes Hoplias malabaricus expostos a concentrações de 0,18ng.mL
-1
. 
A ocorrência de danos é um fenômeno preocupante, uma vez que pode induzir mutações, e 
alterações cromossômicas (MORACHEZ-VALDEZ et al; 2015), comprometendo a 
sobrevivência do organismo. 
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 Também foi possível observar uma indução do MDA no tecido das brânquias a partir 
de 200 ng.L
-1
 em 48h, considerado um dos principais produtos da lipoperoxidação. Essa 
capacidade do Diclofenaco em induzir lipoperoxidação corrobora com os resultados obtidos 
por KUMMEROVÁ et al; (2016) em plantas aquáticas Lemma mino, no qual o Diclofenaco 
provocou um aumento no conteúdo de MDA, acompanhado por um acúmulo do corante 
“Evans blue”, indicando danos na membrana plasmática das células. Da mesma forma, 
SAUCED-VENCE et al; (2014) também notaram um aumento do conteúdo de MDA em 
carpas expostas a esse anti-inflmatório. GUILOSKI et al; (2015) expuseram peixes Astyanax 
sp em cinco concentrações de Diclofenaco (0; 0.2; 2.0 ou 20.0 μg.Kg
-1
) e a lipoperoxidação 
foi induzida em todas as concentrações.  
 A ocorrência de lipoperoxidação é preocupante, pois está associada ao estresse 
oxidativo (STEGMAN et al; 1992) e pode levar à injúria celular direta pois danifica proteínas 
celulares e destrói as membranas celulares. Acredita-se então, que esse processo de 
lipoperoxidação seja o responsável pela diminuição da estabilidade da membrana lisossômica 
observada no ensaio de citotoxicidade  
 Os mexilhões são organismos filtradores e consequentemente podem assimilar 
contaminantes presentes no meio (PETROVIC et al; 2001). O Diclofenaco possui um Kow de 
4,5, o que faz dele um composto com certa lipofilicidade, facilitando sua bioacumulação nos 
tecidos animais (SANDERSON et al; 2003),  fato que pode ter contribuído para a 
significativa queda na estabilidade da membrana lisossômica nos ensaios de citoxicidade, uma 
vez que os lisossomos estão envolvidos nos processos de degradação de xenobióticos 
(MOORE et al; 2008).  Portanto, o ensaio do TRCVN baseia-se no fato de que células 
saudáveis retém o corante por mais tempo em comparação aos lisossomos afetados por 
contaminantes (VIARENGO et al; 2007), e vem sendo incluído em guias de monitoramento 
de qualidade ambiental, principalmente em estudos que utilizam moluscos bivalves (ZHAO et 
al; 2011). 
 Os lisossomos são organelas celulares conservadas, capazes de seqüestrar e acumular 
uma ampla variedade de contaminantes e a desestabilização da membrana lisossômica é uma 
conseqüência bem conhecida da exposição à xenobióticos, sendo considerado um importante 
biomarcador dos estágios iniciais de estresse em mexilhões (DA ROS et al; 2002; 
AGUIRREZ-MARTINEZ et al; 2013). Na presença de um xenobiótico a eficiência da bomba 
de prótons pode ser reduzida, resultando na diminuição do gradiente de prótons e no aumento 
do pH no interior dos lisossomos, que resulta na desprotonização do corante, que não é mais 
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retido pelos lisossomos. Portanto, há uma correlação direta entre alterações deletérias ao 
sistema de bomba de prótons e o tempo de retenção do vermelho neutro, ocorrendo redução 
no tempo de retenção concomitantemente ao prejuízo à bomba de prótons (FRANCIONI, 
2005). 
 Em nosso estudo, a estabilidade da membrana lisossômica foi afetada em todas as 
concentrações testadas, sendo que os efeitos negativos começaram a aparecer na concentração 
de 20 ng.L
-1
, correspondendo à concentração ambiental encontrada na região do Emissário 
Submarino de Santos. 
 Estudos realizados por PAROLINI et al; (2009) demonstraram que espécimes do 
molusco Dreissena polymorfa apresentaram queda no TRCVN quando expostos a 
concentrações de 250 µg.L
-1
 de Diclofenaco, superior ao valor encontrado em nosso estudo. 
Os mesmos autores realizaram um estudo em 2012 considerando a exposição dos organismos 
a uma mistura de AINEs e encontraram efeitos negativos a partir de 1,5 µg.L
-1
. MARTIN-
DIAZ (2009) também avaliou a influencia de AINEs na estabilidade da membrana 
lisossômica, no qual observaram reduções de até 60% no TRCN, corroborando com os dados 
obtidos em nossa avaliação. 
 A partir de 96h não encontramos diferença entre o controle e a exposição em 20 ng.L, 
provavelmente devido a estabilização dos organismos às condições de exposição, facilitando 
o processo de degradação do fármaco e a detoxificação. Nas concentrações maiores, os 
organismos podem apresentar uma maior dificuldade de biotransformar o Diclofenaco num 
composto menos tóxico, visto que, alguns estudos demonstram que os subprodutos do 
Diclofenaco, podem ser ainda mais tóxicos do que o composto parental (OVIEDO-GÓMEZ 
et al; 2010). O Diclofenaco pode ser biodegradado por microorganismos ou fotodegradado 
nos seguintes metabólitos: 5’4-dihydroxy-diclofenaco; 3-dihydroxi-diclofenaco; 
4’hidroxymetil-diclofenaco; 3’hydroxymetil-diclofenaco; 4’hydroxymetil-diclofenaco e 
5’hydroxymetil-diclofenaco, sendo que esses dois últimos compostos são oxidados para 
intermediários de imina benzoquinona, composto altamente tóxico para organismos aquáticos 
(GÓMEZ-OLIVAN et al; 2013). 
 A diminuição da estabilidade da membrana lisossômica é preocupante, pois, além de 
afetar os sistemas de nutrição celular e defesa imunológica, pode também afetar 
negativamente a eficiência reprodutiva dos mexilhões principalmente quando essas taxas de 
desestabilização são superiores a 35% (PEREIRA et al; 2014).  
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 A inibição da COX pelo uso do Diclofenaco é um fenômeno bem descrito. Anti-
inflamatórios diminuem a biossíntese de prostraglandinas do ácido aracdônico fosfolipídico 
pela inibição não seletiva das isoformas cicloxigenase COX-1 e COX-2. Essa atividade pode 
interferir em funções fisiológicas críticas, como reprodução, transporte de água, 
osmorregulação e defesa imune em organismos não alvo, tais como mexilhões (GONZALEZ-
REY; BEBIANNO, 2014). 
 Nossos resultados corroboram com os estudos realizados por GAGNÉ et al; (2005), 
no qual mexilhões Elliptio complanata expostos ao anti-inflamatório Ibuprofeno também 
demonstraram inibição da síntese de prostaglandinas e atividade da COX. MEHINTO et al; 
(2010) descreveu em seu trabalho  que uma significativa redução na atividade da COX-1 e 
COX-2 nas brânquias do peixe Oncorhynchus mykiss que implica numa redução da produção 
de eicosanoides, que pode afetar a coagulação sanguínea, homeostase e resposta imune nesses 
organismos. 
 Dor e/ou inflamação desencadeada por EROs promovem redução na atividade da 
COX, que por sua vez resulta numa diminuição na síntese de prostraglandinas. AINEs são 
conhecidos por perturbar a biossíntese de eicosanóides através da inibição da via metabólica 
de COX e prostraglandinas em ambos vertebrados e invertebrados (HECKMAN, 2008; 
GOZALEZ-REY; BEBIANNO, 2011). ARDAILOU et al; 1987 observou que  um aumento 
de EROs está associado a uma conversão de Ácido Aracdônico (AA) via LPO sendo esse 
fenômeno relacionado com processos de fagocitose e concentração de hemócitos em 
invertebrados (DELAPORTE et al; 2006). GONZALEZ-REY; BEBIANNO (2011) 
levantaram a hipótese de que um possível acúmulo de AA pela obstrução da via metabólica 
do COX pode promover o incremento da produção de H2O2 e consequentemente ser outro 
fator que contribui para o estresse oxidativo nas células. 
 A expressão da enzima COX similar a COX-2 em humanos tem sido descrita em 
peixes (SANTOS et al;2010) e tem sido investigada em moluscos bivalves (GAGNÉ et al; 
2008). QUINN et al; 2011 observou que o biomarcador de dano LPO (associado ao estresse 
oxidativo), resulta na oxidação de lipídios poliinsaturados e pode ser um efeito negativo de 
ambas inibição de COX-2 ou proliferação de peroxissomos onde ocorre a oxidação. Em 
invertebrados aquáticos essa inibição da COX pode ser preocupante pois as protaglandinas 
são importantes na regulação do transporte de íons, oogênese,  espermatogênese e defesa 
imune  (ROWLEY et al; 2005; SCHIMIDT et al; 2011).  
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 A AChE é dos biomarcadores mais efetivos na avaliação de alterações neurológicas 
provocadas por xenobióticos em organismos aquáticos (RICKWOOD; GALLOWAY, 2004), 
e a principal característica da exposição do organismo a um contaminante é a inibição da 
atividade enzimática (RICCIARDI et al; 2006). Em nosso trabalho, entretanto, é possível 
observar um aumento da atividade da Ache no tecido das brânquias expostas ao Diclofenaco. 
Nossos resultados corroboram com os estudos realizados por GONZALEZ-REY e 
BEBIANNO (2014), que também observaram uma elevação da atividade enzimática em 
mexilhões Mytilus galloprovincialis expostos ao mesmo fármaco. Em mamíferos, a indução 
da atividade enzimática da Ache está associada a um processo de apoptose celular, pois essa 
enzima é liberada depois de uma disrupção da membrana celular (ZHANG et al; 2002).  
 Podemos supor, então, que em nosso estudo, um aumento da atividade enzimática no 
tempo de 48h possa estar relacionada com os altos níveis de MDA também encontrados nas 
brânquias, bem como a citotoxicidade representada pela desestabilização da membrana 
lisossômica dos organismos expostos ao fármaco. FALFUSHYNKA et al; 2014 observaram, 
ainda,  um intenso processo apoptótico nas brânquias de mexilhões devido os genes capases 
que apresentam níveis de expressão extremamente elevados nesses órgãos, visando eliminar 
do organismo células danificadas.  
 Pode-se inferir que a diminuição da estabilidade da membrana lisossômica, 
possivelmente induzida pela lipoperoxidação, bem como a inibição da COX, com alteração 
das prostaglandinas e consequentemente permeabilidade celular estejam diretamente 
relacionadas à inibição das defesas antioxidantes, uma vez que mexilhões não demonstram ser 
tão eficientes na eliminação de fármacos lipofílicos e radicais oxigênio (GAGNÉ et al; 2006). 
 A avaliação de risco realizada foi calculada considerando-se a MEC, visando trabalhar 
com a concentração real do fármaco no ambiente, já que a utilização da PEC se tornaria 
inviável devido à ausência de dados confiáveis sobre consumo, excreção, metabolismo, etc. O 
QR obtido no ensaio de toxicidade aguda (<0,01) corrobora com os dados obtidos por 
FERRARI et al; (2003), que realizou avaliação de risco em efluentes da França, encontrando 
baixos valores de QR  (0,16) para o Diclofenaco. Esse baixo risco na avaliação do efeito 
agudo é compreensível, pois as concentrações testadas estão numa ordem de grandeza muito 
maior do que a concentração presente no ambiente. 
 ASHTON et al; (2004), ao avaliarem os efluentes das ETE do Reino Unido, também 
identificaram baixo risco ambiental para o Diclofenaco, mesmo ele tendo sido detectado em 
86% das amostras e não ter sido completamente removido pelos processos de tratamento. 
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SHANMUGAM et al; (2014) também observaram baixos valores de QR para o Diclofenaco 
em rios da Índia e atribuem essa situação aos altos valores de PNEC obtidos em relação ao 
baixos valores de MEC. O QR calculado para o efeito crônico também foi classificado como 
baixo, apesar do composto ter recebido a classificação de “potencialmente tóxico”. Estudos 
realizados por VERLICCHI et al; (2012) analisaram a composição de efluentes hospitalares e 
também observaram baixo risco ambiental para o Diclofenaco em análises de toxicidade 
crônica.  
 Embora os trabalhos citados acima indiquem um baixo risco ambiental, a análise de 
risco baseada no ensaio de citotoxicidade indicou um alto risco ambiental para o Diclofenaco, 
principalmente se considerarmos que as alterações encontradas correspondem a níveis inicias 
de estresse e que podem acarretar sérios danos à saúde do organismo. Estudos realizados por 
PAROLINI et al; (2009) demonstram preocupação acerca dos efeitos subletais do 
Diclofenaco sobre moluscos de água doce Dreissena polymorpha e assim como outros autores, 
recomendam que a avaliação de risco seja realizada de maneira integrada, incluindo a 
utilização de biomarcadores mais específicos e que tragam informações mais precisas sobre o 
mecanismo de ação e os danos subletais causados por compostos farmacêuticos (FENT et al; 















 Nosso estudo representa um dos primeiros trabalhos desenvolvidos no país para 
avaliar o risco ambiental do fármaco Diclofenaco. Nossa abordagem considerou os efeitos 
agudos e crônicos do Diclofenaco, de modo que foi possível identificar repostas dose e tempo 
dependentes do mexilhão Perna perna. Os resultados demonstram que a concentração 
ambiental do fármaco, mesmo sendo da ordem de 20 ng.L
-1
 já é suficiente para provocar 
danos celulares e comprometimento fisiológico a partir da desestabilização da membrana 
lisossômica, inibição COX, lipoperoxidação e alteração das defesas antioxidantes. Quando 
ensaios ecotoxicológicos agudo e crônico foram empregados, nossos resultados apontam para 
um risco ambiental baixo na Baía de Santos. No entanto, citotoxicidade e inibição de 
cicloxigenases foram observados em concentrações ambientalmente relevantes,  denotando o 
risco da introducão contínua desse fármaco em ecossistemas costeiros.  
Evidenciou-se também a necessidade de melhoria no tratamento de efluentes domésticos 
antes do lançamento em ambientes marinhos. Além disso, nossos resultados indicam a 
necessidade de regulamentação na legislação ambiental pertinente, de forma a incluir o 
monitoramento dessa classe de contaminantes emergentes e delimitar concentrações seguras 
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